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Resumen

Toxoplasma gondii es un parasito protozoario, intracelular obligado, agente causal de
la toxoplasmosis. Presenta un ciclo de vida complejo que incluye una fase asexual y una
sexual. La fase sexual tiene lugar en felinos, su hospedero definitivo, donde el parasito se
replica en el epitelio intestinal. En los hospederos intermediarios, tiene lugar la fase asexual,
adonde el parasitos puede existir como taquizoito o bradizoito, el primero de replicacién
rdpida con tropismo por el tejido neural y muscular, y el segundo de replicacién lenta, el cual
persiste por la vida del hospedero en sitios imunoprivilegiados.

El taquizoito es el estadio con el cual trabajamos, ya que es facil de cultivar y
propagar, y ademas es el estadio clinicamente mas relevante ya que todas las
manifestaciones clinicas asociadas a la toxoplasmosis se encuentran directamente
relacionadas a su capacidad proliferativa. Al taquizoito lo define su alta tasa de replicacién,
déndose esta en cualquier célula nucleada, dentro de la cual forma una vacuola parasitofora
para protegerse de la inmunidad del hospedero.

Los taquizoitos, presentan dos centros organizadores de microtubulos (MTOC)
diferentes, el centrosoma y el anillo polar apical (APR). El centrosoma nuclea los
microtubulos del huso mitdtico, controlando el avance del ciclo celular, proceso fundamental
para la patogenia. Mientras que el APR nuclea los microtibulos corticales formando un
corset, fundamental para la forma y resistencia mecanica de la célula.

El centrosoma de T. gondii esta formado por dos centriolos paralelos y pequefios, con
microtibulos simples (singletes) de simetria 9+1, una composicién diferente a su
contraparte en humanos, la cual estd caracterizada por centriolos que en promedio son el
triple de largos, y presentan microtubulos en tripletes. Como se determina el largo de los
microtubulos en el centrosoma de T. gondii es desconocido.

SAS-4 es una proteina que se conoce por formar complejos con tubulina, esenciales
para la biogénesis del centrosoma, y que controla la elongacion de los microtibulos del
centrosoma para determinar, en colaboracién con otras proteinas, el largo del centriolo..
Aqui nos proponemos investigar si el homdlogo de SAS-4 en T. gondii tiene un rol similar,
determinando su localizacion y aproximando su papel en la biogénesis del centrosoma vy la
elongacion de microtubulos del centriolo, estudiando su localizacion durante el ciclo celular.

Para ello generamos una cepa transgénica de T. gondii mediante tecnologia
CRISPR/Cas9, en la que SAS-4 se encuentra fusionada a un epitope para el cual existen
anticuerpos comerciales, lo cual nos permitié estudiar, mediante inmunofluorescencia
indirecta, su localizacién durante el ciclo celular.



Indice

INICE. e ueeueeeeeereeee e e rte e rte e teeaectesaeeaeeseesesseeseeseeseeseeseeseeseeseeseeseestesseseestessessensensensensesans 3
3 130T ot o e T o 5
I (o) oY o] F= 1 10 = T =0 ] a Lo || PP 5

(G Tol[o Xe [V o F- FO OSSP PP RRTPPPP 6

(ol Fo ) (oY o] 1 1 Vo 1 1 PP UUPPPP RN 7

(o I =X (U U - PP PPRPOTPPPPOE 9

€. DIVISION CRIUIAT . ...eiiiiiee ettt e e st e e s sabe e e saaeeesaes 11

A OLT o ge 1 o] o - TSP PPPROUPTUPPP 12

g. Centriolos ¥ SASA €N Vertebrados........oooivceiiiiiiiiiieeeieieee e e e e e e e e 14

7 0 ¢ =1 4 o X 16
T o T 0 (<o Yo <] o T 0} V7Tt o JEu PSSR 16

(O] oY T AN o CT=T a1l | PP 16

C. Objetivos ESPECITICOS. ..cccuiiiiiei ettt e e e e e s e e e e e earae e e e e eeanes 16

3. Materiales Y MELOOS. ......ccveeiiiieeiiiieeeirtineereteeertenneetenaseessnnsessennsesssassessennsesssnssessennnes 18
a. ldentificacién del homdlogo de SAS4 (TgSAS4) y verificacidn del soporte de su modelo
=0T ] (ole Ho PSP 19

b. Generacion de una linea celular transSgeniCa:.......ccovvrveeeeeieeeieeieeeeeeccccreee e 20

C. DiseN0 de PLIC-SASA-HA-CAT ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eaaaaaeeeesessennnnes 24

(@l ToY o F=Tol [oY g W LI Y/ Yot (o) ol o] N (oSO R 24
CoNSErUCCION I VECTON . ciiiiiiiiiee e e e e s e e e s e 25

0. CUIIVO 08 PAIASITOS .. uueuiiiiiiiiieeiiiiieeeeeeee e e et e e e eee e e e s e st ssasbrssbaerrereeeeeeeeenenens 26

L 1 101 {=T ool o ] o OO PP TTPPPPO 26
Seleccion de Pardsitos tranSEENICOS: .......iiiiviiiiiccitrereeeeeee e e e e e e eeeeee s .26
Evaluacidn de clones tranSgENICOS: ... ..uuiiiiiiiiriieeeeeriiireee e st e e e s sirre e e e s s siaereeeseeaes .26

f. Generacidon de lineas clonales por dilucion IMite:........eeeeeiiiiiiiiiiiiiiiceeeeeeeeeeeee, 28

g. Inmunofluorescencia iINIreCta:.......ooviiiie e 29

R WESTEIN DIOT ... e et e e s s st e e e s st e e e e e e s anreeeas 30

i. Transformacion de bacterias competentes DH5 alpha..............ccoooiiiiiiiiiiiicicic, 30
Tabla de OligONUCIEOtIAOS: .........eeeiiiiieiieeeeeeeeee e 31
Tabla de combinacion de oligonuCIEOtIOS:..........coiiiiiiiiiiiie e 32

B 3 LT U] 1= T [ X3S 34
1- Identificacidon del homélogo de SAS4 en T. 20N ii.....uurrreereeiieiieeeeeeiieiieicccrrrrrreeeeee e, 34

2- Generacién de parasitos transgénicos TESASA-3HA. ..o i, 36
TransfeCcCion CON PCR:.......ii ittt et e s sbe e s s beeeenans 39
Transfeccion con pLIC_3HA CAT SAS:......oo it 45
[entificacion d@ ClONES:...cccuiiei e e e 48
Localizacion SUDCEIUIAr: . ... e 53



5. Discusion

6. Bibliografia....cccuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiccrrrrrre s e s s s s s s e e s n e s e s s s e e nnnnssannes



1. Introduccion

a. Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii es un pardsito protozoario unicelular intracelular obligado
perteneciente al filo Apicomplexa, descubierto en 1908 como el agente etiolégico de la
toxoplasmosis por Nicolle y Manceaux en Tunez, y simultdneamente por Splendore en Brasil.

Dentro del filo Apicomplexa encontramos cuatro grupos: los coccidios, los
hemosporidios, los piroplasmidos y los gregarines. La clasificaciéon taxondmica mas aceptada
para T. gondii, descrita por Levine en 1980, es la siguiente: filo Apicomplexa (Levine 1970),
clase Sporozoea (Leukart 1879), subclase Coccidia (Leukart 1879), orden Eucoccidiida (Léger
y Duboscq, 1910), suborden Eimeriina (Léger, 1911), familia Sarcocystidae (Poche, 1913),
subfamilia Toxoplasmatinae (Biocca, 1957) y género Toxoplasma (Nicolle y Manceau, 1909)
en el cual encontramos Unicamente una especie, la cual es Toxoplasma gondii (Fortier et al,
2000).

Los apicomplejos son organismos parasitos intracelulares obligados de humanos y
animales, estrechamente relacionados a nivel evolutivo con algas rojas fotosintéticas de vida
libre, dado que evolucionaron de estas como resultado de dos eventos sucesivos de
endosimbiosis, los cuales dieron origen no solo a la mitocondria clasicamente encontrada en
los eucariotas, sino también a un organelo de origen fotosintético llamado el apicoplasto. A
nivel genético, se puede observar que la transicion completa hacia un estilo de vida
parasitario llevd a reducciones significativas en el contenido genético. Entre las proteinas
qgue se han perdido se encuentran las relacionadas con la biosintesis de esteroles y aquellas
necesarias para la fotosintesis (Woo et al, 2015). Por otro lado, las proteinas secretoras que
permiten la invasién y supervivencia dentro del huésped destacan como funciones
adquiridas durante la evolucién del filo Apicomplexa (White & Suvorova, 2018). Estas a su
vez, se secretan de un set de organelos especializados, conservados en el filo Apicomplexa:
las roptrias, micronemas y granulos densos. Estos constituyen lo que se conoce como el
complejo secretor apical, al cual el filo Apicomplejo (complejo-apical) debe su nombre.
Ademads, a nivel estructural, se estima que el apicoplasto, deriva de los cloroplastos de las
algas rojas, los cuales perdieron su actividad fotosintética pero adquirieron actividad
sintética.

T. gondii es el apicomplejo de mayor distribucién a nivel mundial, con una
distribucién diferencial de sus cepas en las distintas regiones (Walochnik & Duchéne, 2016).
Ademads, dentro de los Apicomplexa, T. gondii es el organismo modelo del filo, ya que se
logra mantener y aislar en cultivos facilmente. Si bien presenta un riesgo biolégico
considerable, puede ser cultivado en condiciones de bioseguridad nivel I, ampliamente



disponibles en nuestro pais. A estas ventajas se le suma que es un organismo haploide, cuyo
genoma se encuentra completamente secuenciado y anotado, lo que aumenta la eficiencia
en las transfecciones y evaluacién gendmica.

b. Ciclo de vida

Conocer y comprender el ciclo de vida del parasito Toxoplasma gondii es
fundamental, ya que su capacidad de diferenciarse en diferentes fases subyacen sus
mecanismos de patogénesis y sus modos de transmisién. Este ciclo consta de dos fases: la
fase asexual y la fase sexual.

El taquizoito es el estadio con el cual trabajamos, ya que es facil de cultivar y
propagar. Al taquizoito lo define su capacidad de proliferacién, siendo capaz de generar una
infeccién aguda infectando cualquier célula nucleada, dentro de la cual forma una vacuola
parasitéfora para protegerse de la inmunidad del huésped. Dentro de esta, se divide de
forma asexual hasta que la célula no puede contener la infeccidn y lisa (Dubey, 2014). Este
proceso de infeccidn y lisis, conocido como el ciclo litico, se da de manera repetida,
generando asi la destruccion del tejido infectado. Esta proliferacién desencadena la
respuesta inmune del hospedero, la cual limita la proliferacion del taquizoito.

El bradizoito es el estadio que el pardsito adopta luego de lisar las células como
estrategia de evasidon del sistema inmune, siendo este un estadio semi-quiescente. En esa
etapa, forma quistes en los tejidos, principalmente en tejido muscular y nervioso, generando
una infeccién crénica (Sogin & Silberman, 1998). Eventualmente, estos quistes se rompen
infectando mds células donde se forman nuevos quistes. Estos quistes guardan ademas el
potencial de reactivarse en caso de que la inmunidad decaiga.

La fase sexual tiene lugar en su hospedero definitivo, conformado por los felinos de
la familia Felidae. Una vez que el gato esta expuesto a el parasito, este penetra el epitelio
intestinal, comenzando ciclos de reproduccién sexual y asexual. Dentro de los enterocitos,
durante el ciclo sexual el parasito se replica y produce esquizontes, estadio precursor de los
merozoitos, que finalmente se diferencian a gametos masculinos y femeninos llamados
microgametos y macrogametos, respectivamente. La fertilizacion de los gametos da lugar a
un cigoto que se divide y forma ooquistes, los cuales son excretados en las heces y son una
forma resistente en el ambiente. Los gatos pueden infectarse a partir de ooquistes
esporulados del ambiente o consumiendo carne de un animal infectado, cuyos tejidos
musculares contienen quistes de bradizoitos. Los gatos generaran nuevos ooquistes, en un
periodo de 3 a 10 dias posterior a la ingesta de quistes tisulares o mayor a 19 dias en caso de
la ingesta de ooquistes. Los ooquistes maduran en el medio ambiente luego de unos dias y
esporulan, dando lugar a 8 esporozoitos, convirtiéndose en infectivos. Cuando otro animal
los ingiere, pueden infectarlo mediante la liberacidon de esporozoitos, convirtiéndolo en
hospedero intermediario, comenzando un nuevo ciclo, asexual, o sexual si fuese un felino.



Infeccién Liberacion )
oral de poguistes Infeccidn oral con
quistes tisulares
u ooquistes

Ciclo Sexual (Intestino de felinos) Transmision

g S— \ congénita
T ~
é \
- -'
Fertilizacién . :
Ooguiste
esporulado

/Esparnxo'.t_n_ = :1‘ .
=

— /" Parasitéfora

( ﬂ PR

Taquizolt Tejidos

Taguizoito _/)

Infeccién Crénica Infeccién Aguda

infectados

Ciclo Asexual (Mamiferos, aves)

Figura 1. Esquema de los estadios sexuales y asexuales del ciclo de vida de T. gondii. Por un
lado se observa la fase asexual, etapa en la cual el parasito se replica de forma clonal en su
hospedero. Esta fase se completa cuando los quistes son liberados al medio. Por otro lado, la fase
sexual es exclusiva en félidos y es aqui donde se da la diferenciacidn en micro y macro gametos. La
fase se completa cuando los ooquistes son expulsados al medio en las heces, donde finalmente
esporulan volviéndose infectivos y contaminando el ambiente para continuar con una nueva
infeccion en caso de ser ingeridos. Adaptado de Harding, C. R., 2019.

c. Toxoplasmosis

La toxoplasmosis es una enfermedad, causada por T. gondii, que afecta animales
endotermos, incluidos los seres humanos. Es ademds una enfermedad zoonética, ya que se
transmite entre animales y personas, siendo una de las mas prevalentes a nivel global
(Frenkel, 1988). A nivel mundial se estima que el 30% de la poblacién humana esta infectada
con este parasito (Tenter et al, 2000).

Como se observa en las Figuras 1y 2, las cuales resumen el ciclo de vida y los modos
de transmisiéon de T. gondii, la infeccion generalmente se produce por carnivorismo,
mediante el consumo de tejidos de animales infectados sin una adecuada coccién o si se
ingieren aguas contaminadas con ooquistes del pardsito provenientes de las heces de felinos
infectados (Weinman & Chandler, 1954; Hutchison, 1965). También es posible la transmisién



vertical de la madre al feto por via transplacentaria si se da una primoinfeccién materna
durante el embarazo.

La infeccién por ingesta de las formas enquistadas en tejidos, esta dada por la
degradacion de la cubierta de los quistes por enzimas proteoliticas en el aparato digestivo, lo
gue permite la liberacién del parasito en su estadio de bradizoito, que es capaz de infectar al
individuo. Por otro lado, la ingesta de alimentos contaminados con ooquistes, como agua o
vegetales, explica la alta prevalencia mas alld del carnivorismo.

Este parasito tiene la capacidad de infectar practicamente cualquier célula nucleada
y, una vez dentro, se replica rapidamente, lo que provoca la lisis celular y la propagacion de
la infeccidn, perpetuada por la liberaciéon de nuevos parasitos infectivos.

En la mayoria de los casos, la infeccion primaria resultante en individuos
inmunocompetentes es asintomatica o leve, el hospedero presenta sintomas similares a los
de una gripe y la infeccion evoluciona a un estadio crénico. Sin embargo, en individuos con
el sistema inmune debilitado, como pacientes con VIH/SIDA o que estén recibiendo
tratamientos inmunosupresores, asi como en casos de infeccion congénita, la toxoplasmosis
puede reactivarse, conduciendo a una infeccidon aguda, causando dafios en drganos como el
cerebro y pudiendo provocar incluso la muerte. Durante el embarazo, la gravedad de los
sintomas fetales dependen del huesped y del estadio en el cual la madre se infecta, pero la
infeccién puede llegar a provocar problemas de visién, malformaciones en el feto con una
preponderancia de afecciones neuronales como hidrocefalia, macro y microcefalia, parto
prematuro, bajo peso al nacer o abortos (Baron, 1996).
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Figura 2. Esquema del ciclo de vida de T. gondii. Los Unicos huéspedes definitivos conocidos
para Toxoplasma gondii son miembros de la familia Felidae. (1) Los ooquistes no esporulados se
eliminan en las heces del gato. (2) Los huéspedes intermediarios en la naturaleza (incluidos los
pajaros y los roedores) se infectan después de ingerir tierra, agua o material vegetal contaminado
con ooquistes. (3) Los ooquistes se transforman en taquizoitos poco después de la ingestién. Estos
taquizoitos se localizan de manera sistémica, pero permanecen preferentemente en el tejido
nervioso y muscular diferencidandose a bradizoitos que conforman quistes tisulares. (4) Los gatos se
infectan después de consumir huéspedes intermediarios que albergan quistes tisulares. Los gatos
también pueden infectarse directamente por la ingestién de ooquistes esporulados. (5) Los animales
domésticos, aquellos criados para el consumo humano y los silvestres también pueden infectarse con
quistes tisulares tras la ingestion de ooquistes esporulados presentes en el medio ambiente. (6) Los
humanos pueden infectarse por varias vias como la ingesta de carne con quistes tisulares poco
cocida u (7) otros alimentos contaminados, (8) por transfusidn o trasplante e incluso (11) por via

transplacentaria. Adaptado de https://www.cdc.gov/dpdx/toxoplasmosis/index.html#tprint

d. Estructura

Como se menciond previamente, el taquizoito es el estadio mas estudiado y por lo
tanto del que mas se tiene conocimiento, por lo que las caracteristicas estructurales del
pardsito mejor descritas derivan de este estadio. La forma de T. gondii, como se observa en
la Figura 3, se caracteriza por ser lunada con un extremo apical angosto y un extremo basal
ancho determinado por los microtubulos corticales de su citoesqueleto. Su tamafo es de
aproximadamente 6x2 um y en el estadio de ooquiste maduro llegan a medir 12 um de
diametro (Baron, 1996).


https://www.cdc.gov/dpdx/toxoplasmosis/index.html#print

Segun lo estudiado en taquizoitos, también poseen organelos comunes a otros
organismos como el reticulo endoplasmico, ribosomas, una Unica mitocondria y un nucleo
delimitado por la envoltura nuclear (nucleo vesicular que contiene uno o mas nucleolos con
ADN). El apicoplasto es un organelo membranoso caracteristico de los Apicomplexa, que,
como se menciond previamente, deriva del cloroplasto de un alga roja, y aunque sin
actividad fotosintética, participa en la sintesis de acidos grasos (Roos et al, 2002). Dado que
es producto de dos eventos endosimbidticos, el apicoplasto presenta la particularidad de
gue posee 4 membranas, dos de origen bacteriano y dos de origen eucariota.

Toxoplasma gondii contiene un genoma nuclear de aproximadamente 65 Mb
distribuido en 13 cromosomas (Berna, Marquez et al 2021). Ademas, posee el genoma
mitocondrial, cuya estructura y composicidon se encuentran bajo estudio (Berna, Marquez et
al, 2021; Berna, Rego et al, 2021), y el genoma de su apicoplasto, que es de 35 Kb
(Walochnik & Duchéne, 2016).

El complejo apical, participa en el proceso activo de invasidn y es una estructura
comun en los Apicomplexa. Este estd compuesto de organelos secretores y elementos del
citoesqueleto, anclados en el extremo apical de la célula. En el dpice se encuentran una serie
de anillos concéntricos, que conforman una estructura compleja dentro de la cual se aloja
una canasta de microtubulos llamada el conoide. El conoide se extruye durante el proceso
de reconocimiento e invasion de la célula hospedera, posibilitando la secrecién desde los
organelos secretores. Toda la arquitectura de la célula es mantenida por 22 microtubulos
gue se extienden a lo largo de tres cuartas partes del cuerpo de la célula, sobre los cuales se
disponen una serie de sacos membranosos llamados alvéolos derivados de vesiculas
provenientes del reticulo endopldsmico-Golgi. Los alvéolos adyacentes se unen para formar
el complejo de membrana interno (IMC) interrumpido en el extremo apical por el conoide y
en el extremo basal por el complejo basal (Ferguson & Dubremetz, 2014). Esta estructura se
denomina peliculo. Finalmente, la membrana plasmatica recubre la célula. La estructura del
peliculo es mantenida por un centro organizador de microtubulos denominado en inglés el
apical polar ring (APR). El APR constituye uno de los dos centros organizadores de
microtubulos (MTOC) que T. gondii posee. El segundo MTOC es el centrosoma que nuclea los
microtubulos del huso mitdtico, involucrados en la organizacién de la cromatina y
segregacion nuclear, controlando el avance de la division celular, y se encarga de posicionar
fisicamente el APR de la descendencia (Suvorova et al, 2015).

T. gondii, al igual que todos los apicomplejos, contiene organelos secretores que
participan en la invasidon del pardsito a la célula mediante la adhesion, motilidad y formacién
de la vacuola parasitéfora. Los parasitos apicomplejos han desarrollado sistemas de
secrecion que transportan moléculas efectoras con diversas funciones a la célula hospedera.
Los Apicomplejos no tienen estructuras externas para su movimiento; este se da por la
exocitosis de las micronemas que contienen moléculas de adhesién que se insertan en la
membrana del parasito para reconocer proteinas de la superficie de las células hospederas.
Esto permite el anclaje y posterior avance mediante los microtubulos subpeliculares (la
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pelicula es la estructura que recubre al pardsito dandole forma y resistencia). Una vez el
parasito logra posicionarse en la celula hospedera, este comienza a invaginar la membrada
de la celula para su internalizacién, obteniendo como resultado la formacion de la vacuola,
denominada vacuola parasitéfora la cual contendra al parasito durante todo su desarrollo
intracelular (Mordue et al, 1999).
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Figura 3. Estructura del taquizoito. Adaptado de Blader et al, 2015.

e. Division Celular

Dentro de los hospederos intermediarios, que incluyen a todos los animales
endotermos como roedores, aves y seres humanos, tiene lugar la fase asexual del ciclo de
vida del parasito. Durante esta fase, el pardsito se convierte en taquizoito luego de la ingesta
de ooquistes; posteriormente, se desarrollan quistes de bradizoitos, los cuales pueden
permanecer latentes durante anos en el organismo del huésped sin causar sintomas. Sin
embargo, en individuos con el sistema inmune debilitado, estos quistes pueden reactivarse,
generando sintomas. Cuando estos quistes son ingeridos, son degradados y los bradizoitos
pasan nuevamente a un estado de taquizoito, generando nuevamente una infeccion aguda
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propagandose por los tejidos y completando la fase asexual del ciclo. La reiteracion de la
reproduccion asexual de T. gondii dentro de un hospedero es responsable de la infeccidn
aguda y los sintomas que causa la infeccién. Aunque la reactivacion de los quistes de
bradizoitos es una etapa clinicamente relevante en el ciclo de vida de T. gondii, y que puede
llevar a la muerte del paciente si no se trata, la gran mayoria de los sintomas son causados
por la lisis celular producto de la rapida division celular del taquizoito (Dubey, 2014).

Los parasitos Apicomplexa pueden utilizar tres mecanismos de division asexual:
endopoligenia, endodiogenia y esquizogonia. T. gondii utiliza estos tres mecanismos en
diferentes hospederos a lo largo de su ciclo de vida para adaptarse a su entorno. En la
endopoligenia, los cromosomas se replican varias veces de forma sincrénica formando un
nucleo polipléide antes de que el nucleo sufra mitosis y se formen las células hijas. Este
mecanismo se observa en el desarrollo pre-sexual dentro del hospedero definitivo. En la
endodiogenia, forma de division asexual exclusiva dentro de los hospederos intermediarios,
luego de cada ciclo de divisidon nuclear, se da la formacion de dos células hijas que se forman
internamente en la célula madre y se produce citocinesis. En la esquizogonia, los nucleos
experimentan sintesis de ADN y mitosis asincrénicas, seguido por una mitosis sincronizada
acompafiada de formacidn interna de nuevos zoitos (Tomasina et al, 2021).

La division celular en apicomplejos es particularmente relevante debido a la rapidez
con la que estos organismos se multiplican, lo que implica una alta demanda de precision en
los mecanismos de division. El avance del ciclo celular en apicomplejos estd regulado por
factores solubles, pero también, y en un sentido muy particular, por el centrosoma. Durante
la divisidon celular, los centrosomas organizan los microtubulos que forman el huso, lo que
permite la correcta alineacidn y separacién de los cromosomas, los cuales, en la particular
mitosis cerrada de T. gondii, no se condensan. Ademas, los centrosomas son claves para
mantener la organizacion del material genético, no solo durante la divisién celular, sino
también durante la interfase, ya que mantienen un vinculo fisico (de caracteristicas aun
desconocidas) con los cromosomas durante todo el ciclo celular (Brooks et al, 2011; Francia,
Bhavsar et al, 2020). Asi mismo, el centrosoma nuclea y coordina la formacién de las células
hijas, vinculando en tiempo y espacio la mitosis nuclear con la formaciéon de nuevos
pardsitos (Francia, Jordan et al, 2012; Francia & Striepen, 2014).

f. Centrosoma

En general, el avance del ciclo celular esta regulado en gran medida por el
centrosoma teniendo un rol fundamental es mantener su unién a los cromosomas durante
todo el ciclo para su correcta segregacion en las células hijas. Adicionalmente, cumple
funciones relativas a movilidad y sefializacién, entre otras.

Los centrosomas son organelos celulares conservados, y el modelo candnico es el de
las células de mamifero ya que es el mejor estudiado. Estos estdan formados por un par de
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centriolos perpendiculares entre si, con simetria radial de 9 tripletes de microtubulos y un
tamafio de 700 nm de largo por 250 nm de ancho. A su vez estan rodeados por la matriz
pericentriolar (PCM) compuesta por proteinas que cumplen la funcidn de nuclear y organizar
microtubulos (Gopalakrishnan et al, 2011).

Sin embargo, en T. gondii, el centrosoma se ubica en cercania de una estructura
especializada de la envoltura nuclear llamada centrocono y esta formado por dos centriolos
paralelos entre si (Francia et al, 2015) de aproximadamente 250 nm de largo y ancho, con
microtubulos simples de simetria 9+1, mds pequefios que en sus contrapartes animales y sin
la presencia de PCM (Tomasina et al, 2021). Asi mismo, los centrosomas en T. gondii estan
organizados en dos dominios funcionales independientes, que se distinguen en composicién
y coordinan aspectos funcionalmente distintos en la division celular. EIl dominio interno
(inner core) mira hacia la envoltura nuclear y coordina la segregacién cromosdémica,
mientras que el dominio externo (outer core) se ubica distal al nucleo y coordina el
ensamblaje de nuevas células hijas. Esta organizaciéon en dominios determina una dualidad
funcional en el centrosoma, exclusivo de T. gondii. El inner core regula el ensamblaje del
huso mitdtico, y la segregacion de los cromosomas (Tomasina, et al, 2022). Sin embargo, el
outer core regula la segregacion del apicoplasto (Striepen, et al, 2000) y el ensamblaje de
una estructura que fisicamente posiciona el MTOC que da origen a las nuevas células hijas
(Francia et. al, 2012). Estos procesos, la mitosis por un lado y la formacion de nuevas células
internas a la célula madre, por otro, pueden desacoplarse temporalmente interfiriendo con
los anclajes fisicos que los vinculan al centrosoma. Es asi, que tanto mitosis como formacion
de células hijas pueden darse de manera desacoplada, estando vinculados en tiempo vy
espacio, Unicamente, por sus vinculos mutuos al centrosoma en un momento dado.

Asi como las células tienen un ciclo celular, el centrosoma tiene un ciclo propio,
coordinado con el ciclo celular, mediante el cual se generan centriolos hijos a partir de los
centriolos parentales. Este ciclo es muy conservado entre diferentes especies, por lo que
existen varias proteinas homdlogas que cumplen las mismas funciones. Si bien la
composicion de los centrosomas candnicos es bien conocida, y se han caracterizado cientos
de proteinas en cuanto a sus roles estructurales y funcionales, la lista de proteinas asociadas
al centrosoma de los apicomplexa es corta. La identificacion de proteinas centrosomales en
estos pardsitos se ha basado principalmente en la busqueda de homdlogos conservados.

SAS-4 es una de las proteinas reguladoras que se encuentra asociada al centrosoma.
Si bien no se ha estudiado en T. gondii, se sabe que en organismos como Drosophila y su
ortélogo en humanos (CPAP), forman complejos con tubulina, esenciales para la biogénesis
del centrosoma controlando la elongacion de los microtubulos centriolares (Hu & Li, 2015).
El control del largo de los centriolos es uno de los aspectos mads interesantes desde el punto
de vista bioldgico, ya que resulta del balance de dos actividades contrapuestas: la
polimerizacidon de los microtubulos y la despolimerizacidn. En humanos, estas actividades
estan controladas por el balance en nivel de expresion y actividad de dos proteinas con
funciones antagdnicas llamadas, CPAP y CP110, respectivamente. El mantenimiento del largo
exacto de los centriolos se da de manera sistematica en cada ciclo celular. Alteraciones en
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este fino balance se asocian con procesos desregulados que se observan en procesos
patoldgicos, como por ejemplo, en cancer (Marteil et al, 2018). Por ejemplo, se sabe que
centriolos demasiado largos pueden literalmente quebrarse, creando MTOCs ectdpicos que
generan la nucleacion de microtubulos desde lugares aberrantes o la nucleacién no
simétrica de MTs desde un centriolo largo, ambas situaciones generando aneuploidia. En
otro organismo apicomplejo como es Plasmodium, agente causal de la malaria, se sabe que
la eliminacion del gen SAS4 no produce ningln fenotipo, mostrando que no es esencial ni
para la formacion de gametos masculinos ni para la transmision del pardsito (Zeeshan et al,
2022). Sin embargo, Plasmodium no presenta centriolos en sus estadios asexuados, lo cual
motiva la pregunta de cual es la relevancia funcional de la conservacién de esta proteina en
esta especie, y en los Apicomplejos en general. En particular, en T. gondii se desconocen los
mecanismos por los cuales los centriolos mantienen su largo caracteristico. Sin embargo,
nuestra hipdtesis de trabajo postula que el mantenimiento de este parametro es
fundamental para la coordinacion de las actividades vinculadas al ciclo celular que regula.

g. Centriolos y SAS4 en vertebrados

El modelo considerado de centriolo “candnico” y mejor caracterizado es el que
encontramos en vertebrados, el cual se observa en la Figura 4. Aqui cada centriolo estd
compuesto por nueve tripletes de microtubulos que forman un cilindro. Cada triplete estd
conformado por 3 microtubulos denominados A, B y C. Su simetria es radial y surge de la
estructura denominada cartwheel. Esta es formada de manera espontdnea (aunque su
formacion es altamente regulada y coordinada con el ciclo celular) por la proteina SAS6, en
conjuncién con otras proteinas. SAS6 polimeriza formando el cartwheel en una estructura
radial con 9 aristas, sobre las cuales se extenderan de manera perpendicular los
microtubulos de un nuevo centriolo durante su biogénesis, la cual es semiconservativa
(Morlon-Guyot et al, 2017).

Durante el ciclo centrosomal, se observa el reclutamiento de distintos componentes
para la formacion del nuevo centriolo, que en la mayoria de las especies es catalizado por
proteinas quinasas de la familia de las polo. Estas actian de manera coordinada con las
guinasas y fosfatasas que regulan el avance del ciclo celular, como las CDKs, coordinando
cascadas de fosforilacion y desfosforilacion que desencadenan el reclutamiento de SAS6 y
otras proteinas como SAS5/STIL, CPAP, CP110. CEP135, entre otras, para formar el nuevo
centriolo. Sin embargo, aun se desconocen en su totalidad los mecanismos que permiten un
Unico evento de replicacidén por ciclo celular. Esto es especialmente cierto en organismos no
modelos o que presentan rutas biosintéticas potencialmente divergentes, dado que no se
encuentran en sus genomas genes homadlogos codificantes de las proteinas que participan
del proceso en los sistemas mejor caracterizados (ej. humanos, Drosophila, C. elegans, etc.) .

Brevemente, se conoce que el ciclo comienza con la formacién de un procentriolo
adyacente a cada uno de los centriolos parentales. Una vez estabilizada la estructura se
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recluta centrina, proteina localizada en el lumen de los centrosomas (Gonczy, 2012) y
marcador bona fide de los centriolos. La elongacién se da por la polimerizacién de
microtubulos, desencadenada por la actividad concertada de gamma-tubulina y sus
proteinas asociadas (ej. gamma-tubulin ring complex (y-TuRC)) alrededor del cartwheel. Esta
estructura actia como base estructural desde la cual se desarrollan los nuevos centriolos. La
incorporacidon de los dimeros de tubulina estd dada y estabilizada por CPAP/SAS4. Como
resultado, al final de la fase G2 del ciclo celular se obtienen dos pares de centriolos. Durante
la fase M estos nuevos pares de centriolos se separan para formar el huso mitético.
Finalmente, los procentriolos se convierten en centriolos hijos una vez finalizada la mitosis
celular.

La longitud de los centriolos varia entre los organismos. Sin embargo, cada tipo
celular en cada organismo regula de manera estricta la longitud de sus centriolos mediante
una serie de mecanismos poco comprendidos. La disfuncion en la regulacién de la longitud
de los centriolos estd asociada a diversas enfermedades en mamiferos, como la infertilidad y
el cadncer (Morlon-Guyot et al, 2017).

Centriole wall

A N o1
Mather == )
centriole %’ g
: - ..\} SASH _
: . &2 S
&, 2 % — L 2 1
w y
h "g. r
- . 9
! —
Gy phase i
5 phase ey 4

Daughter
centriole

G -
O pomes . CEP135

Disassembly of the
centrosome linker

W& i
r\‘-';z -
T

3 P~
' EP135

Figura 4. Ciclo de replicacion y mantenimiento de centrosomas candnicos. Este proceso

G; phase

M phase (anaphase)

-

-

T
%"h
\

ocurre en paralelo al ciclo celular. Los centriolos parentales se mantienen unidos a lo largo de la
sintesis de los centriolos hijos, hasta la fase M, donde se da la formacion de los polos nucleadores del
huso mitético. Adaptado de Blanco-Ameijeiras, J., 2022.
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2. Objetivos

a. Planteo del proyecto

Como fué mencionado anteriormente, se sabe que la divisién es el mecanismo de
patogénesis de T. gondii y que los mecanismos de division difieren a los utilizados por las
células animales. Se sabe también que el centrosoma en T. gondii estd formado por
centriolos de estructura divergente, particularmente mds cortos que sus contrapartes en
células de mamifero. Estos, cumplen un rol funcional esencial en el control de la division
celular. En particular, la ruta de biogénesis de los centriolos en T. gondii, y especificamente la
determinacién del largo de los microtubulos que los conforman, se desconocen.

Estas diferencias son relevantes ya que le aportan a la divisién celular del pardsitoy a
su centrosoma caracteristicas divergentes con respecto a los organismos que parasitan,
siendo estos posibles blancos para atacar la proliferacion del parasito.

En base a esto, este proyecto plantea como hipdtesis que proteinas homodlogas a
SAS4 podrian jugar un rol en la biogénesis y particularmente controlar la elongacion de los
centriolos. Para contrastar esta hipdtesis, en este trabajo proponemos la identificacién del
homodlogo de SAS4 en T. gondii, su marcado con un tag de hemaglutinina (HA) que permitira
identificar su localizacion mediante inmunofluorescencia.

Ademads de contribuir informacién basica sobre la ruta de biogénesis de una
estructura critica para la vida de las células eucariotas, esta informacidn podria ser Gtil para
el disefio de estrategias terapéuticas eficaces contra el parasito.

b. Objetivo General

Identificar el homodlogo de SAS4 y estudiar la dinamica de expresion y localizacién del
mismo a lo largo del ciclo celular en el parasito Toxoplasma gondii .

c. Objetivos Especificos

I. Identificar el homdlogo de SAS4 (TgSASA4) y verificar el soporte para la anotacién de
su modelo génico.
[I. Disefiar una estrategia de mutagénesis para la insercién de un epitope en el marco de
lectura abierto codificante para la proteina.
lll.  Generar una linea celular que exprese TgSAS4-3HA desde su promotor enddgeno
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Determinar la localizaciéon de TgSAS4 con respecto a marcadores de estructuras
subcelulares de T. gondii

Determinar el momento de expresion de TgSAS4 durante la divisién celular del
parasito y en relacién a la biogénesis del centrosoma.
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3. Materiales y métodos
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Figura 5. Esquema general de la metodologia para la generacion de una cepa transgénica

en Toxoplasma gondii. Se generan dos plasmidos los cuales se utilizan para la transfeccion de
parasitos. Los parasitos utilizados son de la cepa RH AKu80, los cuales carecen de la capacidad de
realizar recombinacion no homdéloga por lo que utilizan los plasmidos introducidos tanto para
generar el dafio sitio dirigido como para repararlo. Al cultivo se lo selecciona mediante agregado de
cloranfenicol y posteriormente se generan cepas clonales, los cuales una vez lisados se colectan
muestras para analizar por PCR la insercidn del cassette en el sitio deseado. Estas muestras a su vez
se utilizan para el analisis por western blot y se infectan cubreobjetos para analizar por microscopia
de fluorescencia.
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a. ldentificacién del homélogo de SAS4 (TgSAS4) y verificacion del
soporte de su modelo génico:

En primer lugar, se identificé el gen que codifica para el homélogo de SAS4 en T.
gondii. Para ello, se utilizaron tres estrategias. Primero, realizamos un blast de la secuencia
de hsSAS4 en la base de datos gendmicos de T. gondii, conocida como toxodb (ToxoDB.org).
Reciprocamente, el mejor “hit” obtenido en toxodb fue analizado a nivel bioinformatico,
comparando su secuencia contra el genoma humano, del cual se conoce el modelo
centrosomal, con la herramienta BLAST del NCBI a partir de la informacidn obtenida del
GenBank. Por otro lado, se realizd una busqueda de términos en ToxoDB, en la cual se buscé
“SAS4” en los términos de anotacién de los genes de T. gondii. Asi mismo, se realizd una
revision de la literatura en la cual TgSAS4 habia sido tedricamente identificada
(Morlon-Guyot et al, 2017). Todas las estrategias, arrojaron como resultado al gen
TgME49 258710 como el potencialmente codificante de un homodlogo de SAS4. Cabe
destacar que T. gondii es haploide y que generalmente no presenta copias multiples de sus
genes.

TgME49 258710 se encuentra en el cromosoma Vllb, tiene una longitud total de
10,977 pb y esta compuesto por 9 exones y 8 intrones. Su transcripto Unico abarca 7,370 pb,
de las cuales 5,226 pb corresponden a la region codificante.

La estrategia de mutagénesis implementada consistié en insertar una etiqueta (tag)
en el extremo C-terminal de la proteina, junto con un marcador de resistencia a antibioticos,
utilizando el sistema de edicién génica CRISPR-Cas9. Este enfoque se disefid para inducir un
corte dirigido en el extremo 3' del gen, a una distancia mdxima de 100 pb del codén de
parada (STOP), asegurando que la insercién ocurriera dentro del marco de lectura abierto
(ORF) sin afectar la funcionalidad de la proteina.

Para lograr esta mutagénesis dirigida, se disefié una guia especifica para la regién de
interés, permitiendo que la endonucleasa Cas9 reconociera y generara un corte en el sitio
deseado del ADN. La reparacion de este corte se llevd a cabo mediante recombinacién
homéloga con un molde de ADN disefiado especificamente, que contenia secuencias
homodlogas a las regiones flanqueantes del sitio de corte y, ademas, incluia la secuencia de la
etiqueta y el marcador de resistencia. Ademads, este proceso se ve favorecido por la
utilizacion de una cepa que no puede utilizar el mecanismo de reparacién NHEJ
(Non-Homologous End Joining) (Huynh & Carruthers, 2009).

El disefio de la estrategia fue realizado mediante el uso del software de analisis de
secuencias ApE (a plasmid editor). En este identificamos en la secuencia gendmica las
regiones de interés anteriormente mencionadas y generamos los oligonucledtidos
necesarios, siguiendo los lineamientos adecuados como ser que la relacidon G-C no supere el
60%, que el largo de estos se encuentre entre 20 y 25 nucledtidos y que las temperaturas de
desnaturalizacion (Tm) de los pares no difieran entre si en mds de 5 grados.
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b. Generacion de una linea celular transgénica:

Para la generacién de una linea celular que exprese TgSAS4-3HA, se realizo el disefio
de la guia de ARN de SAS4 y de un cassette de transfeccidon, con regiones de homologia
cercanas al sitio codificante del coddn stop de SAS4, con la etiqueta 3HA (hemaglutinina) y
con un gen que codifica al cloranfenicol acetil transferasa (CAT), como se muestra en la
Figura 15, que permite la seleccién de parasitos resistentes a cloranfenicol (chlor). Para esto
se plantearon 2 estrategias, una se basa en utilizar el vector denominado “pLic” (dado que
se modifica por ligation independent cloning) con 767 pares de bases de homologia a la
region 3’ del gen TgME49 258710, en marco con la secuencia codificante para 3HA y el
marcador de resistencia CAT. Este vector se linealiza previo a su integracion en los parasitos,
de manera que la region de homologia dirija su insercidn especifica en el locus de interés
sustituyendo toda la regién 3’del gen, en su locus enddgeno. Este protocolo se basa en Ia
optimizacion llevada a cabo por Hyunh y colaboradores (Huynh & Carruthers, 2009). La otra
estrategia se basa en la utilizacion de un producto de PCR que contiene los mismos
elementos antes mencionados (3HA y CAT) “flanqueados” por dos pequefias regiones de
homologia, de 35 pares de bases, que corresponden a las secuencias que circundan el
triplete que codifica para el codén STOP de TgSAS4. Ambas estrategias, representadas en la
Figura 5, se complementan con el uso simultdneo de un guia de ARN, la cual fue disefiada, y
clonada en el vector pSAG_Cas9_pU6_sgRNA (Sidik et al, 2018).

La obtencion del plasmido pLic con homologia a SAS4 requiere de un proceso de
clonado de la regién en cuestidon mientras que la estrategia del producto de PCR es mas
simple pero usa una regién de homologia mas corta y generalmente presenta menor
eficiencia. Se planted el uso secuencial, evaluando la transfeccion de parasitos con PCR
especifica y pSAG-SAS4 y eventualmente utilizar la estrategia de transfeccidén utilizando
pPSAG-SAS4 y pLic-SAS43HA.

El disefio de la guia se realizé en el servidor ChopChop
(https://chopchop.cbu.uib.no/). Se partid de la region gendmica de SAS4 cercana a la regidn

codificante del codén STOP (100 pb rio arriba y rio abajo) dado que nos interesa insertar la
etiqueta 3HA, en el C-terminal de la proteina. Se utilizé el ajuste de knock-in. Segun los
resultados obtenidos (ver resultados) se selecciond la guia con el mejor score de eficiencia 'y
el menor score de off targets, como se muestra en la Figura 6.
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Figura 6. Guias posibles a utilizar segtn la configuracién planteado en ChopChop.

Para la generacién el vector pSAG-SAS4 |a a estrategia consistid en la insercién de la
secuencia de gRNA para SAS4 en el vector pSagl _Cas9 U6 _gRNA (Shen et al, 2014), que
contiene a Cas9 bajo un promotor de expresion constitutiva, y un promotor que dirige la
expresion de una guia de ARN para dirigir a la Cas9 a su sitio de corte, como se observa en la
Figura 7. Para insertar la secuencia de la guia de SAS4 en el vector se realizé una reaccién de
mutagénesis utilizando el kit Q5 Site-Directed Mutagenesis (New England Biolabs). Para esto
se realizé una PCR segun las indicaciones del fabricante, utilizando el oligonucleétido 1 (que
tiene en su secuencia codificado el gRNA) y el un oligonucleédtido reverso (oligo 4) que se
hibridiza rio arriba del sitio de insercién de la sgRNA SAS4. El ciclado utilizado consistio en
una desnaturalizacion inicial de 30 seg a 98°C, posteriormente se realizaron 25 ciclos de
desnaturalizacion a 98°C, 20 seg de hibridizacién a 58°C y extension a 72°C por
aproximadamente 3 minutos, ya que son 20-30 seg por Kb, y finalmente se realizé una
extension final a 72°C por 2 min.

gRNA scaffold

pSag1_Cas9_U6

AmpR

pSag1_Cas9_U6_SAS4

Cas9

Cas9

Figura 7. Esquema del plasmido pSagl_Cas9_U6. Mediante PCR se utilizé el sitio de gRNA
scaffold, que se encuentra rio arriba del sitio de insercion de la sgRNA especifica, para la introduccién
de la secuencia guia de SAS4 que determina el sitio de corte en el ADN gendmico por parte de la
SpCas9. El vector contiene un marcador de resistencia a ampicilina, ademas de la secuencia
codificante completa de SpCas9.
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Se incubd el producto de PCR con Dpnl en el buffer CutSmart 10X durante 1 hora a
37°C para generar la degradacién del ADN metilado proveniente del molde y no de la PCR.
Luego se lo purificé con kit de QIAGEN “QlAquick PCR Purification kit" segln las indicaciones
del fabricante. Se realizd la fosforilacidn y ligacidn secuencial del producto de PCR tratado
con Dpnl. La reaccion de 20 pl consistio en 2ul de buffer 10X, 2 ul de ATP, 1 ul de T4 PNK 'y
15 pl de producto de PCR puro. Se incubd 40 min a 37°Cy 20 min a 65°C. Posteriormente se
agrego 0,5 pl de ligasa y se incubd 30 min mas a temperatura ambiente. Para evaluar los
clones obtenidos, se transformaron mediante shock térmico bacterias E. coli DH5-a
guimiocompetentes. Las bacterias transformadas se seleccionaron en placas de agar-LB
-ampicilina 0,1 ug/pl.

Para el andlisis de los clones obtenidos, se realizé una miniprep para extraccién de
ADN con el kit de Invitrogen “PurelLink HiPure Plasmid Miniprep kit” utilizando el protocolo
de “miniprep plasmid isolation” a partir de cultivos liquidos de 3 ml de LB-amp y luego de
una incubacién ON. Como se muestra en la Figura 8, se secuencié el vector obtenido por
método Sanger con el oligonucleétido M13 R cuya secuencia se encuentra rio abajo del sitio
de clonacion del sgRNA en el vector, para poder seleccionar de manera definitiva el
transformante adecuado. Una vez obtenida la secuencia se realizé un alineamiento con la
secuencia del plasmido molde y se analizé la secuencia de la guia, con el fin de seleccionar la
colonia que contenga la guia correcta transformada en el sitio correcto.

Nuevamente se transforman bacterias con el vector conteniendo la guia seleccionada
previamente para posteriormente realizar una maxiprep siguiendo el protocolo de “PureLink
HiPure Plasmid filter DNA purification kit” de Invitrogen, con el fin de obtener cantidad
suficiente de ADN para la transfeccion.
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Figura 8. Esquema de los ensayos realizados para la generacion de vector que contenga el
sgRNA. A partir del plasmido pSagl_Cas9_U6, mediante mutagénesis por PCR se genera el nuevo
plasmido pSagl_Cas9_U6_SAS4. El vector es amplificado en bacterias. El pldasmido obtenido a partir
de las colonias se secuencia, y escala el producto para su posterior uso.
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Para la amplificacion del producto de PCR “donador” de homologia para la
reparaciéon del locus de TgSAS4 con 3HA-CAT, como se muestra en la Figura 9, se realizé una
PCR, utilizando como molde un PCR previamente generado en el laboratorio
(Cep164-3HA-CAT) que contiene las regiones de interés para su amplificacién, con los
oligonucledtidos 1 y 2. Mediante este proceso se sustituyen las regiones de homologia para
TgCepl164 (vector previamente disponible en el laboratorio) por las regiones de homologia
de SAS4. El ciclado comenzé con 1 min inicial de desnaturalizacidn a 98°C, posteriormente se
realizaron 10 ciclos de 10 segundos a 98°C seguidos por 4 min con una temperatura de
annealing de 57°C, posteriormente se realizaron 20 ciclos de 10 segundos a 98°Cy 4 min de
extension a 65°C y finalmente se concluyé con 10 min a 4°C. El producto de PCR se analizo
por gel de agarosa 1%, se lo transformd en bacterias competentes y se lo purificd mediante
“PureLink HiPure plasmid filter DNA purification kit" de Thermo Fisher Scientific segun las
indicaciones. EI ADN obtenido se utiliz6 como molde para una PCR y el producto de esta PCR
se usé como molde para una nueva PCR realizada con una mastermix de volumen final 250
ul para obtener cantidad suficiente de ADN para la transfeccion. Previo a la misma, con el
fin de concentrar el ADN para poder trabajar en las concentraciones y volUmenes deseados,
se precipita. Para esto se agrego 2 vol de etanol absoluto y 1/10 vol de acetato de sodio 3 M
pH 5,5, se lo incuba a -20°C toda la noche, se lo centrifuga a velocidad mdaxima por 15
minutos a 4°C, y luego se dejé en etanol 70% hasta su utilizacion.
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R
11 I

PCR pLic_SAS4_3HA_CA

Figura 9. Esquema de la generacion del producto de PCR “donador” de homologia para la
modificacion del locus de TgSASA. El producto de PCR 3HA-CAT se amplifica previo a su transfeccion.
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c. Disefo de pLic-SAS4-HA-CAT:

La estrategia de clonacién independiente de ligacidon (LIC) permite la incorporacion
de un inserto en un vector de expresién sin la necesidad de utilizar ligasa. En este trabajo se
utiliza el pLic_3HA_CAT, como se observa en la Figura 10, que posee un sitio de inicio de
replicacién para E. coli que le permite su replicacion dentro de estas cuando son

transformadas.
Pacl
T Pacl
SAS4
HJ.“.
: Pacl pLic_SAS4_3HA_CAT
CAT

CAT

Figura 10. Esquema del plasmido pLic. Partimos de un plasmido con un sitio de corte con
Pacl el cual se utilizd para introducir en el mismo la secuencia de SAS4. El pldsmido original ya
contaba con el tag de HA y la resistencia a cloranfenicol deseadas.

Clonacion del vector plic:

10 ug del vector se digieren con la enzima Pacl (NEB), en Buffer CutSmart (NEB) 10X
en un volumen final de 200 ul, para lograr su linealizacidn. Se incubd la digestidén toda la
noche a 37°C. Luego purific6 el vector linearizado con el método de
fenol/cloroformo/alcohol isoamilico, y se precipitd en etanol absoluto y acetato de sodio 0,3
M pH 5.

El inserto se amplifico por PCR utilizando los oligonucleétidos 8 y 9. El ciclado utilizado
consistio en una desnaturalizacién inicial de 30 seg a 98°C, posteriormente se realizaron 30
ciclos de desnaturalizacion a 98°C, 10 seg de hibridizacién a 66°C y extensién a 72°C por 1
min, y finalmente se realiz6 una extension final a 72°C por 5 min.

El vector linearizado y el producto de PCR se ligaron con T4 DNA polimerasa. Para
esta ligacion se monté una reaccion en hielo de vf=60 ul con 6 pl de buffer 10X r2.1 NEB, 3 pl
de DTT 100 mM, 2,4 ul de dGTP 100 mM, 1,5 ul de T4 DNA polimerasa Novagen LIC
qualified, 41,1 ul de H,0up (ultrapura) y 6 ul de vector. En un termociclador se generd un
ciclo de 1 hora a 12°C, 20 min a 75°C (donde se agrega 1 ul de EDTA 25 mM) y por ultimo se
conservo a 4°C.
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Construccion del vector:

Luego, a los insertos obtenidos se les realiza una digestion con T4 DNA polimerasa
para crear extremos solapantes a los del vector. Para esto se realizé en iguales condiciones
que para el vector, a diferencia que el volumen de reaccién es ¥z y se usa dCTP en lugar de
dGTP.

Para la hibridizacién se mezclé en hielo 1 ul del vector tratado y 2 ul del inserto
tratado y se lo incubd por 10 min a 22°C. Luego se anadié 1 pl de EDTA 25 mM y se incubd 5
minutos mas a 22°C. Finalmente se lo mantuvo en hielo hasta su uso.

Del vector ligado se lo utilizé 2 pl para transformar bacterias quimiocompetentes y se
hizo un control negativo transformando con 1 ul de vector tratado con T4. En el c- no se
deberian ver colonias ya que el vector deberia estar abierto y en las bacterias no replicara
por lo que no tendrian la resistencia.

Las colonias transformantes se seleccionaron por colony PCR utilizando los
oligonucledtidos 8 y 9, con un ciclado que consistid en una desnaturalizacion inicial de 2 min
a 95°C, posteriormente se realizaron 35 ciclos de desnaturalizacion a 95°C por 30 seg, 30 seg
de hibridizacién a 58°C y extension a 72°C por 1 min, y finalmente se realiz6 una extension
final a 72°C por 10 min..

Las colonias positivas se pasaron a cultivo liquido de 5 ml de LB + amp en falcon de
15 mly se las dejé en agitacion a 37°C toda la noche. Posteiormente se purificaron siguiendo
el protocolo de miniprep “plasmid DNA purification” de Macherey-Nagel, segun las
indicaciones del fabricante.

Se realiza una digestion para cada miniprep, el de las colonias y del pLic (como c- de
plasmido vacio), utilizando 5 pl de cada miniprep, 2 pl de buffer 10X rCutSmart, 1 ul de la
enzima MIul-HF, 1 ul de la enzima Notl-HF y 11 ul de H,Oup, incubando 1 hora a 37°C.

Segun los resultados obtenidos se arma un cultivo liquido de 100 ml con LB+amp en
matraz de 500 ml, con muestra tomada de la colonia 1. Lo dejo en agitaciéon a 37°C toda la
noche, tapado con el tapdn de gasa + papel y cinta.

Paso el cultivo del matraz a 2 falcon de 50 ml y los centrifugd por 10 min a 5000 rpm.

Sigo protocolo de “purelink HiPure plasmid filter maxiprep kit” (midiprep) y luego
precipito el ADN obtenido agregando 0,7 vol de isopropanol, dejandolo a -20°C toda la
noche.

Se realiza una linealizacién del vector mediante la digestion con 1 ul de buffer
rCutSmart 10X, 1 ul de Hindlll, 4 pl del vectory 1 pl de H,Oup (vf=10 pl). Dejo toda la noche
a 37°C con parafilm.

Lo precipito y lo centrifugo a 4°C por 30 min a 12000 xg. Lo lavo con 500 pl de etanol
70% vy lo centrifugo a 12000 xg por 15 min. Lo llevo a la campana de extraccion para secar el
pellet y luego resuspender en 1 ul de guia y 20 pl de buffer.
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d. Cultivo de parasitos:

Para llevar a cabo los experimentos, se utilizd la cepa RH Aku80 la cual fue
mantenida por pasaje serial en la linea celular VERO (fibroblastos derivados de rifién de
mono), ambos mantenidos en medio Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM, gibco)
suplementado con penicilina-estreptomicina y 5% suero fetal bovino (SFB) y L-glutamina 0,5
mM, a 37°Cy en atmésfera de 5% de CO,.

e. Transfeccion:

Con el fin de obtener un cultivo de parasitos homogéneo, libre de restos celulares, se
partié de un cultivo lisado (es decir, mecdnicamente extraido de las células VERO mediante
el pasaje de las mismas por una jeringa 26G), que se filtrd utilizando un filtro de
policarbonato de 3 micras de forma de aislar los parasitos de las células hospederas. Se
realizé el recuento de pardasitos usando una camara de Neubauer. A 6.5x10’ parasitos/ml se
le agregd ADN vy los buffers correspondientes segin la metodologia de transfeccién utilizada.

Para la transfeccion con el PCR donador de homologia y pSag_Cas9_SAS4, 100 ul de
ADN compuesto por 50 pl de PCR + 100 ul de guia en dilucién 1/100 (concentracion=192,9
ng/ml) resuspendidos en citomix (compuesto por EDTA 2 mM, KCl 120 mM, CaCl2 0,15 mM,
K2HPO4/KH2P0O4 10 mM, HEPES 25 mM, MgCl, 5 mM a pH 7,6 ) al momento de transfectar.
Para la transfeccion se utilizd un volumen de 700 pul en un electroporador BTX Electro Cell
Manipulator 600, seteado a 2,5 A, 24 Ohmy 2,0 kV.

Para la transfeccién con plLic_SAS4 y pSag _Cas9_SAS4, se uso 5 ug de cada vector y
100 ul de buffer preparado en el momento mezclando 82 ul de buffer P3 y 18 ul de
suplemento 1. 80 pl se usaron para resuspender el pellet de parasitos previamente
centrifugados a 400 rpm por 5 min. A los 20 pl de buffer restante le agregue 1 pl de la guia'y
1 ul del vector. Luego se mezclan ambas preparaciones y se pasan a cubeta. Se transformd
en cubeta con el programa EA100 2 veces del nucleofector “4D-Nucleofector” de Lonza.

En ambos casos, representados en la Figura 11 y 12, se pasaron los parasitos a una
botella T25 con células VERO y DMEM. Luego de 24 horas se cambia el medio a DMEM +
chlor (1 ul de chlor cada 5 ml de DMEM)

Seleccién de parasitos transgénicos:
La seleccion de los parasitos transfectados se realizd con cloranfenicol. Para esto el

antibidtico se adiciona al medio de cultivo una proporcién 1/5000 a partir de un stock inicial
de 34 mg/ml. La seleccién de parasitos transfectados se mantuvo hasta el momento de la
clonacion por dilucidn limite.

Evaluacién de clones transgénicos SAS4-3HA:
Se realizd la extraccién de ADN de pardsitos seleccionados y mantenidos en cultivo

durante 10 pasajes utilizando el kit comercial Quick DNA miniprep Plus kit (ZymoResearch).
Para confirmar la insercion del cassette de mutagénesis en el locus correcto, se realizé una

26



PCR con los oligonucleétidos 5 y 7. Ademds realizamos en paralelo otra PCR utilizando
Mangomix con los oligonucleétidos 5 y 6 screening especificos para control de extraccién.
Los ciclados utilizados consistieron en una desnaturalizacion inicial de 2 min a 95°C,
posteriormente se realizaron 35 ciclos de desnaturalizaciéon a 95°C por 30 seg, 30 seg de
hibridizaciéon a 58°C y extensién a 72°C por 1 min, y finalmente se realizd una extension final
a 72°C por 10 min.

Por otro lado, a los parasitos transfectados con el vector pLic_SAS4, se les realiza un
PCR para control de integracién del pldasmido, con los oligonucleétidos 7 y 8, con el mismo
ciclo descrito previamente. Para mayor informacién sobre los sitios de hibridacion de los
oligonucledtidos utilizados en este estudio, referirse a la Figura 15.

Al producto de PCR se lo corre en gel de agarosa 1% para control y se manda a
secuenciar el producto de PCR a Macrogen.

Observacion en
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Figura 11. Esquema de la transfeccidon de parasitos utilizando un electroporador BTX. El
cultivo parental del cual se partid, se observd por microscopia. Una vez determinado que la cantidad
de parasitos obtenidos era el deseado se centrifugd para separar los parasitos del medio de cultivo.
Al pellet se lo electropord junto con la guia y el vector o PCR generados previamente.
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Analisis del cultivo por PCR

Figura 12. Esquema de transfeccion utilizando un Nucleofector 4D (Amaxa). Los vectores
pLic_SAS4 y pSag_Cas9_sgRNASAS4 generados fueron nucleoporados en los parasitos parentales.
Estos se seleccionaron en cultivo y fueron peridédicamente controlados mediante PCR.

f. Generacion de lineas clonales por dilucidon limite:

Una vez corroborada la insercion del 3HA en el locus de interés por PCR y
secuenciacion se procede a generar lineas clonales. Para ellos, primero se preparan placas
de 96 pocillos conteniendo células hospederas confluentes. En paralelo se cultivan los
parasitos, los cuales seran purificados (es decir, separados de las células hospederas en las
gue se encuentran) para ser separados individualmente, un parasito por pocillo. Para ello,
con rastrillo se levanta la monocapa infectada con la linea policlonal seleccionada. Se pasa
por jeringa el medio aprox 10 veces y se filtra. Se cuentan los parasitos y se calcula la
dilucién correspondiente para depositar un promedio de 1,5 parasitos por pocillo Las placas
se incuban por una semana en la estufa de cultivo, con minimo movimiento. Los pocillos
fueron evaluados individualmente seleccionando aquellos en los que se detecta una Unica
placa de lisis y se escalan.

Los clones fueron evaluados individualmente por PCR (como se describid
anteriormente) para identificar aquellos en los que TgSAS4 se encontrara “etiquetada”. A los
clones positivos obtenidos, una vez fueron escalados en cultivo se los congeld. Para esto se
levantaron los cultivos con tripsina y se pasé 900 pl de cada cultivo a un criotubo con 100 pl
de DMSO. A cada clon se lo congelo en triplicados a -80°C.
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g. Inmunofluorescencia indirecta:

Para evaluar la expresidon y localizacion de la proteina codificada por TgSAS4
realizamos inmunofluorescencia indirecta, como se muestra en la Figura 13. Para este
procedimiento se cultivaron células RPE en cubreobjetos colocados en una placa de 24
pocillos. Se dejaron en cultivo con medio DMEM completo hasta su confluencia. Luego, se
inocularon con parasitos y se dejaron en cultivo 24 horas. Luego, se lavd con PBS 1X a
temperatura amb para que no se despeguen las células y se fijé con 500 ul de metanol por 5
min. Se realizé el bloqueo con BSA 3% en PBS por 15 minutos a temperatura ambiente. Para
la inmunomarcacion se utilizaron como anticuerpos primarios mouse anti-HA 1:1000 (Cell
Signaling) y rabbit anti-H2Bz 1:3000 (Bogado et al, 2014), rabbit anti-HA 1:1000 (Cell
Signaling) y mouse anti-IMC1 1:500 (amablemente proporcionado por Gary Ward,
Universidad de Vermont), en ensayos por separado. Se dejan incubando 1 hora y luego se
realizan 5 lavados con PBS 1X de 5 minutos cada uno previo a la incubacién de los
anticuerpos secundarios. Para estos se utilizé anti-Ms 488 y anti-Rb 594 o anti-Rb 488 y
anti-Ms 594 (todos de cabra, de Invitrogen) segun corresponda a cada ensayo, incubandolos
1 hora, todos en dilucién 1:1000. El dltimo lavado de los anticuerpos secundarios se realiza a
diferencia de los otros con PBS 1X con DAPI 1:1000, para aumentar la definicién del nucleo
ya que el medio de montaje Fluoroshield contiene NucBlue.

Para su observaciéon y obtencidon de imdagenes se utilizé el microscopio confocal Zeiss
LSM 880, mediante los canales de excitacion: Alexa488 con excitacion 488nm con emision de
526nm, DAPI con excitacion 405 nm con emision 459nm y Cy3 con excitacion 561nm con
emisidn 624nm, utilizando el aumento 63x/1.4 Oil.

Las imagenes obtenidas fueron deconvolucionadas en Huygens y procesadas en el
programa ImagelJ.
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Figura 13. Esquema del ensayo de inmunofluorescencia indirecta. En placas de 24 pocillos
se colocaron cubreobjetos en los cuales se cultivaron células infectadas. A estas se les realizd una
marcacion por inmunofluorescencia indirecta para finalmente ser observados en un microscopio

confocal.
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h. Western blot:

Con el fin de corroborar la identidad de la proteina etiquetada, se procedid a realizar
un western blot. Se preparé un gel desnaturalizante de poliacrilamida (SDS-PAGE) al 12%. Las
muestras (pellets colectados de parasitos de cultivos lisados), se incubaron con buffer de lisis
(compuesto por Tris HClI 50 mM, NaCl 150 mM, MgCl, 2,5 mM, Tritén X-100 0,5%, EDTA 0,5
mM, EGTA 0,5 mM, glicerol 5%, DTT 0,5 mM) y se homogeneizd. Las muestras lisadas se
incubaron con Laemmli buffer a 100°C por 5 min.

Los geles se corrieron a 70 V y una vez que las muestras llegan al gel de separacion
se cambia la configuracion a 120 V continuando con el amperaje libre, hasta que las
muestras recorren la totalidad del gel. El contenido del gel es transferido a una membrana
de nitrocelulosa en un sistema de transferencia humedo BioRad. La transferencia se realiza a
30V a4°C todala noche.

La membrana se bloqued con leche descremada en polvo en PBS 1X al 5% , por al
menos una hora a temperatura ambiente. Posteriormente, se pasa a la incubacion del
anticuerpo primario rabbit anti-HA (Cell Signaling), diluido en solucion de bloqueo 1/500.
Luego de incubar minimo 1 hora a temperatura ambiente, se procede al lavado de la
membrana con PBS Tween 0.5%, repitiendo el proceso 5 veces, cada uno con una duracién
de 5 minutos. Luego, se realiza la incubacidon con el anticuerpo secundario, anti rabbit
fusionado a HRP, el cual se incuba por 1 hora a temperatura ambiente. Se repite el lavado
con PBS-Tw previamente mencionado. Para el revelado de la membrana se utilizan los
reactivos perdxido y Luminex (Super Signal West pico PLUS Chemiluminescent Substrate de
Thermo Scientific), en cantidades iguales para cubrir la membrana. Esto se analiza en el
equipo ImageQuant 800 en modo automatico para obtener la imagen resultante y luego se
varian los tiempos de exposicidon para mejorar la visualizacion.

i. Transformacion de bacterias competentes DH5 alpha

Todas las transformaciones implicadas en la generacién de vectores anteriormente
descritos fueron realizadas de la siguiente manera (representado en la Figura 14): bacterias
competentes DH5-a, con hasta 200 ng de pldsmido, incubando en hielo por 30 min,
heat-shock a 42°C por 30 seg y dejamos en hielo por 5 min. Plaqueamos 200 pl y lo dejamos
toda la noche a 37°C. Se levantan 2 colonias las cuales se hacen cultivo liquido en 5 ml de LB
+amp, dejandolo en agitacién toda la noche. Se centrifugd a 5000 rpm por 10 min y al pellet
obtenido se le realiza el protocolo de purificacidon de miniprep del kit de nzytech.

30



pLic_3HA_CAT|~" ™ ™.

bacterias competentes

(’r
N

.
_C/ | N \
MNA A y \
f
I~ )

f"_\‘ ‘.i

DHb5alfa

Figura 14. Esquema del proceso de transformacion. A partir de una colonia se escala en un

cultivo liquido el cual es posteriormente centrifugado y utilizado para la extracciéon del

correspondiente.

Tabla de oligonucledtidos:

ADN

NOMBRE DEL SECUENCIA DEL PRIMER Tm (°C)
OLIGONUCLEOTIDO

Oligo 1 (SAS4_TaggingR) | CTT CGT CTC TTT CGC GCT GCT CTG CTG TCT CTC 71,9
TTC GAA TTG GAG CTC CAC CGC

Oligo 2 (SAS4_TaggingF) | CGC AGG CCG GAA CCG CAT GCA CAG CTT CTG CCT 74,2
CGA AAATTG GAA GTG GAG GAC GG

Oligo 3 (SAS4_GuideF) | CAG ACG CCG TCC TCT CAG GAG TTT TAG AGC TAG 65,4
AAATAGC

Oligo 4 AACTTG ACATCCCCATTTAC 50,2

(Q5Mut_sg_CasGFP_R)

Oligo 5 ATC TAC CAT TTC GCC GAG CA 56,6

(SAS4_ScreeningF)

Oligo 6 CTG AGA GGACGG CGTCTG C 60,5

(SAS4_ScreeningR)

Oligo 7 (HA_R) TTA GGC ATA ATC TGG AAC ATC G 52,5

Oligo 8 (SAS4_LIC_F) TAC TTC CAA TCC AAT TTA ATT AAAAGC TTC GTC 65,0
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TCT CCT CTCTCCAGCTC

(SAS4_Screening_Rv)

Oligo 9 (SAS4_LIC_R) TCC TCC ACT TCC AAT TTT ACG AGG CAG AAG CTG 66,7
TGC ATG

Oligo 10 GGATGG AACTTTGTTCTCTTCGTCA 57,0

(SAS4_Screening_Fw)

Oligo 11 AGGTTATCTCTTCGGCTTTGTTCG T 58,3

Tabla de combinaciéon de oligonucledétidos:

COMBINACION DE
OLIGONUCLEOTIDOS

TAMANO ESPERADO
DE AMPLIFICACION (pb)

FUNCION

Oligonucledtidos 10 + 11

941

Control de amplificacion de
ADN gendmico

Oligonucledtidos 10 + 7

1335

Deteccidn de la insercion en el
locus correcto del 3HA

Oligonucleodtidos 5 + 6

935

Control de amplificacion de
ADN gendmico

Oligonucledtidos 5 + 7

1003

Deteccidn de la insercion en el
locus correcto del 3HA

Oligonucleodtidos 8 + 9

796

Control de amplificacion de
ADN gendémico vy para
observar la presencia del
plasmido

Oligonucleodtidos 8 + 7

917

Deteccién de la insercion en el
locus correcto del 3HA
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4. Resultados

1- Identificacion del homdlogo de SAS4 en T. gondii

En este proyecto se propuso determinar si existe en T. gondii un homodlogo funcional
de la proteina SAS4, responsable por el control del largo de los centriolos en otras especies.
Para esto se generd una linea mutante en poblaciones de parasitos T gondii para que
expresen la proteina de interés SAS4 marcadas con un tag (HA) y asi determinar si la
proteina se expresa y su localizacién celular por microscopia de inmunofluorescencia. La
eleccion de esta proteina y su hipotética localizacién centrosomal surgen del interés de la
caracterizacién del centrosoma. Para identificar el homélogo de SAS4 en T. gondii se realizé
en una primera instancia un analisis bioinformatico, tal cual se detalla en los materiales y
métodos. En base a este analisis, donde se compard la secuencia de proteinas homologas,
humana (CPAP) y de otras especies, contra el genoma de T. gondii, se identificd
TgME49 258710 como el potencialmente codificante de un homdlogo de SASA4.
Posteriormente, se compard a nivel aminoacidico la secuencia codificante de
TgME49 258710 con homologos de SAS4 tanto de humanos (CPAP) como de otras especies,
incluidos otros apicomplejos. Se observa una identidad del 46% con la proteina SAS4 del
apicomplejo Neospora caninum, y una similitud del 54%, como se muestra en la Figura 16. Al
mismo tiempo, cuando observamos otro Apicomplexa como Plasmodium, vemos que
contrario a lo esperado, no se encuentran agrupados en clados con alto grado de identidad,
lo que nos permite plantear que incluso dentro de la misma familia, esta proteina no es tan
conservada como se suponia a nivel de secuencia. Esta observacién es coherente con el
hecho de que las especies del género Plasmodium carecen de centriolos. Por otro lado,
vemos que el homdlogo en T. gondii dista de la SAS4 humana, lo que nos permite continuar
con la premisa que diverge lo suficiente de la proteina encontrada en sus hospederos, por lo
gue sigue siendo un blanco importante de estudio.
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SAS4 Saccharomyces cerevisiae

SAS54 Saccharomyces eubayanus

SA54 Candida parapsilosis

SAS54 Asperqgillus

SAS4 Trichoderma simmonsii

SAS4 Bacillus subtilis

SAS4 Cyclospora cayetanensis

SAS4 Cystoisospora suis

SAS54 Toxoplasma gondii

SAS4 Neospora caninum

SA54 Caenorhabditis elegans

SAS54 Caenorhabditis briggsae

SAS54 Angiostrongylus costaricensis

SAS4 Plasmodium knowlesi

SAS4 Plasmodium malariae

SA54 Plasmodium gallinaceum

SA54 Drosophila melanogaster

CPAP Homo sapiens
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Figura 16. Arbol filogenético de SAS4. Esta construccidn se realizé mediante el alineamiento

de las diferentes secuencias proteicas de SAS4 en diversas especies con el software MEGA11.
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2- Generacion de parasitos transgénicos TeSAS4-3HA

Para evaluar la cinética de expresion y la localizacion del homdlogo de SAS4 en T.
gondii, nos planteamos la generacién de una linea celular de parasitos que exprese
TgSAS4-3HA. Para esto, se utilizd la herramienta de edicion genética CRISPR/Cas9, la cual
permite aumentar la eficiencia de recombinacion homaloga en el proceso de reparacién del
ADN de manera dirigida. SpCas9, es una endonucleasa que corta la secuencia nucleotidica
en una region determinada, la cual reconoce mediante un ARN guia (sgRNA) que incorpora
cuando esta se expresa simultdneamente. Este mecanismo permite generar un corte en la
region de interés. En nuestro caso, la generacién de la cepa que expresa TgSAS4-3HA se
genera mediante la modificaciéon del extremo 3’ de nuestro gen de interés, en el cual se
inserta la secuencia codificante para una triple HA en el marco de lectura abierto del gen. Es
decir, antes del codén STOP. Esta insercidn sucede luego de la reparacidn por recombinacion
homdloga, mediante la secuencia proporcionada al parasito, lo cual ademas se ve favorecido
por la utilizacion de una cepa que tiene depletado el gen de la proteina ku80, el cual es
responsable de reparar el ADN de manera no-homdéloga (es decir, esta cepa, no puede
utilizar el mecanismo de reparacion NHEJ).

Para obtener wuna guia especifica para SAS4, se modifico6 el vector
pSAG_Cas9_pU6_sgRNA mediante PCR, tal como se describe en los materiales y métodos.
Brevemente, se realiza una mutagénesis por PCR del vector en la que se integra la secuencia
de la sgRNA mediante su inclusién en un oligonucleétido. El producto de PCR obtenido fue
corrido en un gel, correspondiente a una concentracion de 1042,9 ng/ul. Se obtuvo un
producto del peso molecular esperado y no se observé degradacién de la misma como se
muestra en la Figura 17. De las colonias resultantes de la transformacion del vector
mutagenizado se seleccionaron 6 para realizar miniprep y secuenciar. Para ello se utilizé el
primer 2, que hibrida rio arriba del sitio de clonacién de la sgRNA. Finalmente, luego de
alinear las secuencias obtenidas, el clon con la secuencia guia correcta era el 6, como se
muestra en la Figura 18.
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Figura 17. Gel realizado para el control de calidad del vector pSAG_Cas9_pU6_sgRNA-SAS4
obtenido post-mutagénesis. MPM: marcador de peso molecular.
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Figura 18. Alineamiento de la secuenciacion del vector pSAG_Cas9_pU6_sgRNA-SAS4 guia
obtenida en el clon 6 con la secuencia del vector pSAG_Cas9_pU6_sgRNA-UPRT . Para esto, se
utilizé la herramienta de alineamiento de dos secuencias del programa ApE (A Plasmid Editor).

Por otro lado, se generd la molécula de ADN donadora de homologia para la
transfeccién, mediante PCR. En este caso se obtuvo un amplicén de aproximadamente 2000
pares de bases, como se observa en la Figura 19, en una concentracion de 1169,602 ng/ul .
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Figura 19. Amplificacién por PCR de la molécula donadora de homologia conteniendo la
secuencia 3HA-CAT . Gel de agarosa 1%. MPM: marcador de peso molecular. La banda observada
coincide con el tamafio del amplicén esperado (2 kb aproximadamente).

Transfeccidn con PCR:

Se llevé a cabo la transfeccion del vector con la guia y el ADN donador, ambos
previamente precipitados y concentrados, en la cepa parental RH Aku80. Luego del periodo
de seleccion de parasitos resistentes, se colectaron los parasitos para realizar la extraccion
de ADN vy evaluar si se observaba insercion de 3HA-CAT, utilizando para ello un PCR disefado
para tal fin. Para esto se utilizd6 un oligonucleétido reverso que hibrida en la secuencia
codificante del 3HA y un oligonucleétido de screening F (oligo 10) el cual se hibrida en el
genoma rio arriba del sitio de insercion. Ademas se realizd control de la extraccién del ADN,
con el oligonucleétido screening F y el screening R (oligo 11) que hibrida antes del sitio de
insercion, y deberia de amplificar siempre que el ADN se haya extraido de manera integra 'y
en suficiente cantidad.
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Figura 20. Evaluacidn de los parasitos resistentes a cloranfenicol obtenidos por transfeccién
con ADN donador obtenido por PCR. Como molde se utiliz6 ADN purificado de los parasitos
transfectados. Los productos de amplificacién esperados, utilizando los oligonucledtidos 10 y 7, que
detectan la insercion en el locus correcto del 3HA es 1335 pb, mientras que el par de
oligonucledtidos utilizados para control de amplificacion de ADN gendmico resulta en una banda de
941 pb. MPM: marcador de peso molecular; carril 2: control negativo; carril 3: control positivo; carril
4: amplificacion gendmico pasaje 7; carril 5: control de insercidn del pasaje 7; carril 6: amplificacion
gendmico pasaje 8; carril 7: control de insercién del pasaje 8; carril 8: ADN gendmico pasaje 9; carril
9: control de insercion del pasaje 9; carril 10: amplificacién gendmico pasaje 10; carril 11: control de
insercion del pasaje 10; carril 12: amplificacién gendmico pasaje 11; carril 13: control de insercién del
pasaje 11.

Luego de 3 intentos de transfeccidn, uno con electroporador y dos con nucleofector,
no se obtuvieron transfectantes que integraran el 3HA en el locus gendmico de interés
(Figura 20). Como estrategia alternativa, procedimos a generar un ADN donador de
homologia que dirigiera mas efectivamente la insercién en el locus. Para ello, se cloné una
region del extremo 3’del gen de TgSAS4 en el vector pLic_3HA_CAT.

El vector pLic_SAS4 3HA CAT se generd a partir del vector plLic_3HA_CAT,
amplificando la region 3'del gen por PCR (Figuras 21 y 22) e insertando este producto de
amplificacidon en el vector mediante clonacion independiente de ligacion (lic). Para ello, el
vector de linearizé con la enzima Pacl (Figura 23), y se incluyeron en los oligonucleétidos con
los cuales se amplifica la regidn 3’del gen, extremos libres complementarios a las secuencias
gue se exponen luego de la digestién del vector. Luego de incubar el vector linearizado y el
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producto de PCR, ambos conteniendo extremos libres complementarios, se los transformé,
purificéd y amplificd.

MPM SAS4 3'

Figura 21. Amplificacion de la region 3’de SAS-4 con PCR. El tamafio esperado es de 767pb.
MPM: marcador de peso molecular.
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Figura 22. Amplificaciéon del producto de PCR del extremo 3’ de SAS-4 utilizando como

molde el producto de PCR mostrado en la Figura 21. MPM: marcador de peso molecular; carril 2:
PCR anidada; carril 3: PCR de gendmico.
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Figura 23. Digestion del plasmido pLic-3HA-CAT con Pacl. MPM: marcador de peso
molecular; carril 2: vector sin Pacl; carril 3: vector con Pacl.

Una vez conseguimos el vector circularizado con el inserto incorporado, este fue
transformado en bacterias E. coli DH5-a quimiocompetentes, de los cuales se seleccionaron
10 colonias transformantes para realizar una PCR de colonias, para la cual se utilizaron los
oligonucleétidos Lic F y HA R (oligonucledtidos 8 y 7 respectivamente), siendo este ultimo el

cual hibrida sobre la secuencia de la etiqueta HA ubicado dentro del vector, downstream del
inserto.
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Figura 24. Placa con las colonias resultantes de la transformacion con pLic-3HA-CAT + SAS4.

El tamafio esperado si la insercion de la region 3'de SAS4 fue exitosa era de 917 pb.
Se obtuvieron varias colonias como se observa en la Figura 24, de las cuales se seleccionaron
10, se seleccionaron 4 con resultado positivo (las colonias 1, 2, 8 y 10), se purifico el
pldsmido mediante miniprep, y posteriormente se digirieron con las enzimas de restriccién
Mlul-HF y Notl-HF para control de insercién adecuada. Los tamafios esperados eran un

fragmento de 3581 pb y otro de 2153 pb, lo que se corresponde con los resultados
observados (Figura 26).

MPM C1 c2 c3 c4 Cc5 Cé c7 cs8 c9 Cl0 MPM

20000 m—

1 0000 e
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Figura 25. Colony PCR de las colonias seleccionadas de la transformacion con
pLic_3HA_CAT_SAS4. MPM: marcador de peso molecular; C1: colonia 1; C2: colonia 2; C3: colonia 3;
C4: colonia 4; C5: colonia 5; C6: colonia 6; C7: colonia 7; C8: colonia 8; C9: colonia 9; C10: colonia 10.

43



MPM C1 C2 c8 C10 C+ C-

2 R0 e
11NN e
TO0D s—
5000 —
A () e
BN s

)

1500 =—

Figura 26. Control de digestion de pLic-SAS4-3HA-CAT con las enzimas de restriccion Mlul +
Notl. MPM: marcador de peso molecular; C1: colonia 1; C2: colonia 2; C8: colonia 8; C10: colonia 10;
C+: control positivo; C-: control negativo con pLic-3HA-CAT.

Una vez realizados todos los controles (Figuras 25 y 26) se seleccioné la colonia 1
para escalar en cultivo liquido y purificar una cantidad suficiente de ADN para transfectar,
mediante maxiprep. Al resultado se lo digirid con la enzima Hindlll de corte Unico para
linealizar el vector previo a la transfeccidn. Sin embargo, esta digestion no arrojé el resultado

esperado dado que se esperaba una linearizacién de banda Unica y no dos bandas,como se
observa (Figura 27).
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Figura 27. Digestion de de pLic-SAS4-3HA-CAT luego del tratamiento con la enzima HindlIl.
MPM: marcador de peso molecular.

Transfeccién con pLic 3HA CAT SAS4:

Para la transfeccion se decide utilizar el vector pLic_SAS4_3HA_CAT sin digerir, lo cual
disminuye la eficacia de insercidn, junto con el vector pSag_Cas9_sgRNA-SAS4 .

Luego de veinte dias post-transfeccién, y seleccién en cloranfenicol se colectaron
parasitos a los que se les realizé una extraccion de ADN gendmico y una PCR para evaluar la
insercion del tag 3HA en el locus de interés. Para ello se utilizaron los oligonucleétidos 8y 7,
siendo el oligonucleétido 7 especifico para la etiqueta HA como se describié anteriormente.
Como control se utilizd6 ADN gendmico extraido de la cepa parental, y los oligonucledtidos
screening F (oligo 10) y screening R (oligo 11) como control positivo de PCR y con los
oligonucleétidos 10 y 5 en conjunto con el oligonucleétido 7 como control negativo de
amplificacidn inespecifica en el genoma. A todas las extracciones se les realizé un control de
extraccioén con los oligonucleétidos 10 y 11. Como se observa en la Figura 28, estos controles
amplificaron de manera esperada, sin embargo aun no se observa amplificacién especifica
en el PCR que evalua la insercion del 3HA en el locus de SASA4.
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Figura 28. Amplificacion de ADN gendmico y control de insercidn del tag 3HA en el locus de
SAS4 20 dias post-transfeccion. Tamafios esperados para los amplicones obtenidos usando los pares
de oligonucledtidos 10 y 11= 941 pb, oligonucledtidos 10 y 7= 1335 pb, oligonucleétidos 5 y 7= 1003
pb. MPM: marcador de peso molecular; carril 1: ADN parental con oligonucledtidos 10y 11; carril 2:
ADN parental con oligonucledtidos 10 y 7; carril 3: ADN parental con oligonucledtidos 5y 7; carril 4:
ADN pasaje 3.1 (botella 1) con oligonucledtidos 10 y 11; carril 5: ADN pasaje 3.1 con oligonucleétidos
10 y 7; carril 6: ADN pasaje 3.1 con oligonucleétidos 5 y 7; carril 7: ADN pasaje 3.2 (botella 2) con
oligonucledtidos 10y 11; carril 8: ADN pasaje 3.2 con oligonucleétidos 10 y 7; carril 9: ADN pasaje 3.2
con oligonucleétidos 5y 7.

En paralelo, se realiz6 una puesta a punto del PCR con los oligonucledtidos 5 y 6,
oligonucledtidos 5y 7, oligonucledtidos 10 y 11 y oligonucledtidos 10 y 7, en un gradiente de
temperatura de 54°C a 60°C, segun el andlisis de las temperaturas de desnaturalizacién
tedricas de dichos oligonucledtidos. Si bien en ningun caso se logré obtener una
amplificacidon especifica de banda unica, en todos los casos se logra una amplificacion
6ptima con la temperatura de annealing 58°C, con la banda mas predominante siendo la de
interés con el tamafio esperado.

Luego de optimizadas todas las reacciones de PCR, se procede a realizar con lo
mismos ADN extraidos del pasaje 3, una PCR que incluye controles con el oligonucleétido Lic
F y oligonucledtido HA (oligonucledtidos 8 y 7), para observar la presencia del plasmido, ya
gue con esta metodologia no se puede determinar su incorporacion y definir si esta fue
exitosa. Con los resultados obtenidos, mostrados en la Figura 29, se contindan las
colecciones de pasajes en cultivos para mas pruebas.
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Figura 29. Evaluacion de extraccion gendmica y funcionamiento de la PCR. Tamafios
esperados para los pares de oligonucledtidos utilizados: oligonucledtidos 10 y 11= 941 pb,
oligonucledtidos 10 y 7= 1335 pb, oligonucledtidos 8 y 7= 917 pb. MPM: marcador de peso
molecular; carril 1: control positivo para oligonucleétidos 10 y 11; carril 2: control negativo para
oligonucledtidos 10 y 7; carril 3: control negativo para oligonucledtidos 8 y 7; carril 5: ADN pasaje 3.1

con oligonucledtidos 10 y 11; carril 6: ADN pasaje 3.1 con oligonucleétidos 10 y 7; carril 7: ADN
pasaje 3.1 con oligonucledtidos 8 y 7.

Una vez confirmada la presencia del vector, se pasa a realizar controles de insercion
por PCR con los oligonucleétidos 10y 7. En los pasajes 5, 6 y 7 se observa la amplificacién de
la banda esperada (Figura 30). Ademas se hace un control de extraccién de ADN.
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Figura 30. Control de incorporacion del inserto en los pasajes 5, 6 y 7 post-transfeccion.
Tamaiios moleculares esperados para los amplicones a obtenerse usando los pares de
oligonucledtidos: oligonucledtidos 10 y 11= 941 pb, oligonucledtidos 10 y 7= 1335 pb,
oligonucledtidos 8 y 7= 917 pb. MPM: marcador de peso molecular; carril 1: ADN pasaje 5.2 con
oligonucledtidos 10 y 11; carril 2: ADN pasaje 5.2 con oligonucledtidos 10 y 7; carril 3: ADN pasaje 5.2
con oligonucledtidos 8 y 7; carril 4: ADN pasaje 6.1 con oligonucledtidos 10 y 11; carril 5: ADN pasaje
6.1 con oligonucleétidos 10 y 7; carril 6: ADN pasaje 6.1 con oligonucledtidos 8 y 7; carril 7: ADN
pasaje 6.2 con oligonucledtidos 10 y 11; carril 8: ADN pasaje 6.2 con oligonucleétidos 10y 7; carril 9:
ADN pasaje 6.2 con oligonucledtidos 8 y 7; carril 10: ADN pasaje 7.2 con oligonucleétidos 10 y 11;
carril 11: ADN pasaje 7.2 con oligonucledtidos 10 y 7; carril 12: ADN pasaje 7.2 con oligonucleétidos 8
y7

Identificacion de clones:

Una vez confirmada la insercion de la secuencia en el locus correcto procedimos a la
obtencién de poblaciones clonales por dilucién limite, obteniendo 24 poblaciones clonales.
A estas se las colecta y se les realiza extraccién de ADN para evaluar por PCR, tanto de
control de extraccion (Figura 31) como de control de inserto con los oligonucleétidos 10y 7,
los cuales evaluan la insercién de la secuencia de interés (codificante para la 3HA) en el locus
de TgSAS4. Se observa que el clon 4 es positivo para la insercidon (Figura 32).
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Figura 31. Control de extraccion de ADN gendmico en clones 2, 3, 4 y 5. Tamaio esperado:
941 pb. MPM: marcador de peso molecular; carril 8: control positivo.
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Figura 32. Evaluacion de amplificacion del inserto en los clones 2, 3, 4 y 5. Tamafio esperado

de amplificacién: 1335 pb. MPM: marcador de peso molecular; carril 6: control positivo con pasaje
7.2; carril 7: control negativo.
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Luego de observar que el clon 4 evidencia mediante PCR la insercion deseada, se
continla trabajando Unicamente con este clon, al cual se le realiza una PCR con
oligonucledtidos 5 y 6 y oligonucledtidos 5 y 7. Estos oligonucleétidos screening tienen la

caracteristica de que el primer R hibrida luego del STOP, por lo que el fragmento amplificado
como se observa (Figura 33), resulta ser de un tamafio poco mayor al del control parental.
Clon 4

Figura 33. Amplificacion de la insercion en el clon 4. Tamafios esperados de las
amplificaciones para los oligonucledtidos utilizados: oligonucledtidos 5 y 6= 935 pb, oligonucledtidos
5y 7= 1003 pb. MPM: marcador de peso molecular; carril 1: control negativo para oligonucledtidos 5
y 6; carril 2: control negativo para oligonucleétidos 5y 7; carril 3: control positivo con ADN parental y
oligonucledtidos 5 y 6; carril 4: control negativo para oligonucledtidos 5 y 7 con ADN parental; carril
5: clon 4 con oligonucleétidos 5 y 6; carril 6: clon 4 con oligonucledtidos 5y 7.

Dada la multiplicidad de bandas amplificadas en el PCR, para corroborar el resultado,
se envid a secuenciar la muestra del clon 4 a la empresa Macrogen, donde el amplicén fue
secuenciado por tecnologia Sanger utilizando el oligonucledtido que hibrida especificamente
en la secuencia codificante para la etiqueta 3HA para este fin. El alineamiento de las
secuencias obtenidas con el gen de SAS4 fue dificultoso por la calidad de las secuencias
obtenidas. De todas formas se logré identificar la porcidon del gen de SAS4 marcada con la
etiqueta HA, blasteando la secuencia obtenida en el NCBI (Figura 34).
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Toxoplasma gondii ME49 T-complex protein 10 C-terminus protein partial mMRNA

NCBI Reference Sequence: XM_002365044.1
FASTA Graphics

Bo to: (v

LOCUS XM_802365044 5394 bp mRNA linear INV 20-0CT-2016
PEFINITION Toxoplasma gondii ME49 T-complex protein 18 C-terminus protein
partial mRNA.

ACCESSION  XM_@e23g65e44

VERSION XM_©82365044.1

PELINK BioProject: PRINA32719
BioSample: SAMN®B255192

EYWORDS RefSeq.

BOURCE Toxoplasma gondii ME49

ORGANISM Toxoplasma gondii ME49
Eukaryota; Sar; Alveolata; Apicomplexa; Conoidasida; Coccidia;
Eucoccidiorida; Eimeriorina; Sarcocystidae; Toxoplasma.

REFERENCE 1 (bases 1 to 5394)

CONSRTM NCBI Genome Project

TITLE Direct Submission

JOURNAL  Submitted (18-0CT-2816) National Center for Biotechnology
Information, NIH, Bethesda, MD 28894, USA

REFERENCE 2 (bases 1 to 5394)

AUTHORS  Sibley,D., Venepally,P., Karamycheva,S., Hadjithomas,M., Khan,A.,
Brunk,B., Roos,D., Caler,E. and Lorenzi,H.

TITLE Direct Submission

JOURNAL  Submitted (25-APR-2013) J. Craig Venter Institute, 9704 Medical
Center Dr, Rockville, MD 28850, USA

REMARK ABPAD2000G0OO1 and ABPAB2800BO2 sequences updated by submitter

REFERENCE 3 (bases 1 to 5394)

AUTHORS Sibley,D., Venepally,P., Karamycheva,S., Hadjithomas,M., Khan,A.,
Brunk,B., Roos,D., Caler,E. and Lorenzi,H.

TITLE Direct Submission

JOURNAL  Submitted (31-JUL-2012) J. Craig Venter Institute, 9704 Medical
Center Dr, Rockville, MD 28858, USA

COMMENT PROVISIONAL REFSEQ: This record has not yet been subject to final
NCBI review. This record is derived from an annotated genomic
sequence (NC_©31475).

COMPLETENESS: incomplete on the 5' end.
FEATURES Location/Qualifiers

source 1..53%4
forganism="Toxoplasma gondii ME49"
/mol_type="mRNA"
Jstrain="ME4S"
Jdb_xref="taxon:588771"
/chromosome="VIIb"

gene £1..5394
/locus_tag="TGME49 258718"
fold_locus_tag="TGME4%_858718"
/db_xref="GenelID:7894765"

CDs 1..5226
/locus_tag="TGMEAS_258718"
/old_locus_tag="TGME49_@58710"
/inference="protein motif:PFAM:PF@7282"
/note="encoded by transcript TGME49_258718"
Jfcodon_start=1
/product="T-complex protein 18 C-terminus protein"
/protein_id="XP_©823650885.1"
/db xref="GeneID:78%4765"

Figura 34. Resultado del blast con la secuencia del amplicon obtenido por Sanger a partir
del ADN del clon 4 en la base de datos de NCBI.
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Para corroborar que la insercion de la etiqueta 3HA fue Unica, se realizd un western

blot para detectar la etiqueta 3HA, y confirmar que la Unica proteina de fusién con 3HA que
se expresa es la codificada por TgSAS4.
La proteina SAS-4 estd codificada en un gen de 10977 pb de largo, correspondiente a 1741
aminodcidos, con un peso molecular de 190, KDa. Nuestro control positivo, TgMORC, un
represor transcripcional de la trayectoria del desarrollo sexual (Farhat et al, 2020),expresado
en parasitos transgénicos también fusionada con HA tiene un peso molecular de 207 KDa.

En la Figura 35 se observan bandas especificas anti-HA tanto en el control positivo
como en la muestra y ausencia de banda en el control negativo para el cual se utilizé una
muestra de cepa salvaje de T. gondii.

La banda correspondiente a Morc-HA y SAS4 HA corresponden al tamafio esperado.
No se observan bandas adicionales de marcacién inespecifica.

C- C+ MPM SAS4
- ]
. - -
130kDa
100kDa

H 70kDa

.

Figura 35. Western blot para evaluar la expresion de SAS4 en parasitos transgénicos
clonados. MPM: marcador de peso molecular; carril 1: control negativo con cepa salvaje; carril 2:
control positivo con MORC-HA; carril 3: marcador de peso molecular; carril 4: muestra.
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Localizacién subcelular:

Para determinar la localizacién subcelular de la proteina codificada por TgSAS4, se
inoculan cubreobjetos cultivados con la linea celular VERO con el clon 4 para posteriormente
ser fijados, e incubados con un set de anticuerpos especificos que permiten la visualizacién
de SAS4 y de su localizacion subcelular. Dado que nuestra hipétesis de trabajo sostiene que
TgSAS4 es una proteina centrosomal, se selecciond como proteina de referencia de la
estructura la proteina Centrina 1, residente en el centrosoma. La marcacion de centrina es
fundamental ya que se espera observar sefales co-localizadas o proximas entre centrina 1y
HA, lo que confirmaria la localizaciéon centrosomal de TgSAS4. Asi mismo, se utilizd H2Bz, una
histona variante especifica de T. gondii como marcador nuclear e IMC1, una proteina de
membrana que marca las células hijas en formacién. Ambos marcadores pueden ser
informativos en cuanto al estadio del ciclo celular en el que se encuentra el parasito
observado, lo que podria darnos informacion sobre una posible expresidn diferencial de la
proteina durante el ciclo celular.

Utilizando los marcadores de estructuras genéricas del parasito (nucleo y membrana)
se observé una marcacion difusa, que por momentos parecia tener una marcacion mas
localizada en un foco especifico en la proximidad del nucleo, y en ocasiones parecia
localizarse en la membrana celular (Figura 36). Por otro lado, no se observé una marcacion
diferencial o con un patrén destacable utilizando como marcador el anticuerpo anti-IMC1, ni
en parasitos en interfase ni parasitos en diferentes etapas de la division celular, habiéndose
registrado dos etapas, una mas temprana y una mas tardia, de la formacidn de células hijas
(Figuras 37). Dados estos resultados, no se muestran los resultados obtenidos utilizando el
marcador anti-centrinal ya que éste analisis no resultd informativo.

53



A H2Bz HA DAPI

Figura 36. Localizacion de SAS4 por inmunofluorescencia. La determinacion de la
localizacién se realizé respecto al marcador nuclear H2Bz (rojo), anti-HA (verde) y DAPI (nucleo, azul).
(A) Puede observarse en la region central de la imagen una vacuola conteniendo cuatro parasitos,
mientras que la vacuola en el cuadrante inferior derecho contiene tres. (B) Puede observarse en esta
figura una vacuola conteniendo cuatro parasitos.
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HA IMC1 DAPI

Figura 37. Localizacién de

SAS4 por
inmunofluorescencia. La
determinacion de la
localizacién se realizé

respecto al marcador del ciclo
celular IMC1, que delinea la
célula madre y las células
hijas, siendo informativo del
estadio del ciclo celular.
(A)Para dos vacuolas, cada
una conteniendo cuatro
parasitos, se puede observar
que el patrén de marcacion
corresponde a la membrana
de células en interfase (es
decir, no en divisién) dado
gue no presentan ningun
patrén interno observable de
formacion de células hijas. (B)
Para esta vacuola que
contiene dos parasitos, se
puede observar el patrén
interno de formacién de
células hijas, lo que
corresponde a una etapa
tardia en la division celular.
(C) Para esta vacuola que
contiene cuatro parasitos, se
puede observar el patrén
interno de formaciéon de
células hijas, lo que
corresponde a una etapa
temprana de la divisién
celular.
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5. Discusion

En este trabajo se planted la hipdtesis de trabajo que postula que un homdlogo de
SAS4, proteina de conocida participacién en la determinacién del largo de centriolos en
mamiferos, podia tener un rol similar en Toxoplasma gondii. Para explorar esta hipétesis, nos
planteamos como primer desafio determinar si el genoma de T. gondii codificaba para
homdlogos de SAS4. Una vez identificado el gen que codifica para la proteina con mayor
homologia, propusimos generar una poblacién mutante que exprese la proteina fusionada a
una etiqueta HA posicionandola dentro del marco de lectura de la parte C terminal de la
posible proteina TgSAS4, junto con la insercidn de un gen de resistencia a cloranfenicol. Esto
se logr6 implementando la estrategia CRISPR/Cas9. Para esto se generd una guia con
homologia en el extremo 3’del gen TgSAS4 que es reconocida por la proteina Cas9, para la
cual se buscé una region de corte que esté aproximadamente 100 pb rio arriba o rio abajo
de la secuencia que codifica para el codén STOP ya que se conoce que en ese rango es
donde la recombinacidn se da con mayor eficiencia. Esto se logrd exitosamente por lo que se
paso a generar también con éxito un ADN donador de homologia de manera de favorecer la
reparacion del locus de interés por medio de recombinacién homdloga, en un principio
mediante PCR. Sin embargo, luego de varios intentos de transfeccién con estos productos,
no se pudo lograr una poblacién mutante, ya que estas no lograban generar la resistencia o
no se lograba detectar la insercidon de la secuencia codificante de la 3HA, mediante control
por PCR. En principio, esto pudo deberse a la inestabilidad del fragmento de PCR dentro del
pardsito, en combinacién con la baja eficiencia de la transfeccién. Si bien la eficiencia de
transfeccién no fue sistematicamente cuantificada, se sabe que utilizando un electroporador
se obtienen eficiencias de transfeccion menores al 10%. Asi mismo, el producto de PCR
utilizado como ADN donador de homologia contaba solamente con 35 pares de bases
homoélogas al gen TgSAS4. Si bien se ha demostrado que esta homologia es suficiente para
permitir la recombinacion, y en nuestro laboratorio ha sido utilizado con éxito para la
generacion de varios mutantes, en el caso de TgSAS4 puede no haber sido suficiente. Con
esto en mente, se planted realizar el mismo experimento, pero cambiando el molde de
reparacién, pasando a utilizar un plasmido, en el cual la regién de homologia para la
reparacidon se extendid a cientos de pares de bases. A su vez, transfectamos utilizando un
nucleofector con el cual se obtienen eficiencias de transfeccidon sensiblemente mayores
(hasta 50% en nuestras manos), sumado a que se electropora directamente el nucleo.

Una vez se cambid la estrategia, los resultados obtenidos fueron los esperados. Se
logré en el primer intento tener una poblacién con resistencia, en la cual, luego de pocos
pasajes, podia detectarse de manera estable por PCR el inserto. Entendemos que esta
diferencia deriva de la diferencia entre el tamafo de la regiéon de homologia presente en el
producto de PCR inicial, versus la presente en el plasmido. Y notamos que esta eficiencia
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podria haber sido aun mayor de haberse podido linearizar el plasmido previo a la
transformacion, lo cual hubiese - al menos en la teoria- favorecido aiin mas la insercién en el
sitio diana.

La amplificacion por PCR tanto para el control genético como para el control de
insercion, fueron puestos a punto, realizando ensayos a diferentes temperaturas de melt
(Tm), pero nunca se logré una amplificacion de banda unica; siempre se observaron
amplificaciones inespecificas. Se trabajé en rangos amplios de temperatura, incluso llegando
a Tms donde no se observaba amplificacion, por lo que se decidié trabajar con la Tm que
mostraba mejor eficiencia en la amplificacion de la banda de interés. Esto puede deberse a
gue los oligonucleédtidos interactian de alguna manera inespecifica con otras regiones del
genoma, por ejemplo, o entre si, por lo cual logra amplificarlas con menor especificidad que
la region de interés.

Al lograr una poblacién policlonal mutante, se realizd6 mediante dilucién de la
poblacién, la separaciéon de los distintos clones presentes. Este protocolo se basa en la
premisa de tener 1,5 parasitos por pocillo a infectar, por lo que si bien en algunos se
observara una sola placa de lisis generada por un solo parasito, en otras no se observara
ninguna y en otras 2 o incluso mas placas. Incluso podria pasar que al observar una placa
esta no derivase de un solo parasito, por eso se seleccionan varios clones que hayan
formado una Unica placa y se trabaja en paralelo con varios de ellos, para observar los
diferentes resultados en diferentes ensayos. En este caso se logrd obtener 24 clones totales,
de los cuales se trabajo en paralelo con los primeros 5 clones seleccionados para facilitar la
manipulacion. El clon 1 no se logré mantener en cultivo, por lo cual se continud trabajando
con los 4 clones restantes.

Luego de escalar los cultivos de las placas de pocillos a botellas y una vez
transcurridos algunos pasajes, a estos clones se los analizd6 mediante PCR, esperando
observar amplificaciéon del inserto. En el caso del clon 5 no pudo observarse, por lo que se
descarto y se continud trabajando con los clones 2, 3y 4.

Teniendo en cuenta que en la amplificacién se observan fragmentos inespecificos, se
plantea una purificacién de las bandas de interés, con el fin de mandarlas a secuenciar y
determinar si la banda de peso esperado es resultado de la amplificacidon de nuestra regién
de interés. Esto no se logrd ya que se pierde mucha muestra en el proceso, por lo que se
decidi6 mandar a secuenciar el producto de PCR. Al analizar los resultados, se tuvo que
tener presente que se iba a observar tanto la secuencia del fragmento de interés como los
fragmentos inespecificos, por lo que iba a ser una secuenciacién ambigua y con errores. De
todas maneras, de los resultados obtenidos se pudo observar mediante BLAST un
alineamiento con el gen codificante de TgSAS4, Unicamente en el clon 4. Por los motivos
descritos previamente, no se descarta que la amplificacién de los clones 2 y 3 contengan el
fragmento especifico, pero se continla el proyecto Unicamente con el clon 4. Si bien seria
interesante lograr el diseifio de oligonucleétidos mas especificos, utilizando los disefiados en
este trabajo se logré identificar por secuenciaciéon un clon que presentaba la insercién de
interés. Con este clon se realizan los ensayos de inmunofluorescencia y western blot.
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En primera instancia, para realizar el western blot, se utilizd el anticuerpo rabbit
anti-HA para el ensayo con el cual se logré determinar que la proteina que estamos
observando con la etiqueta HA, es una proteina de tamafio esperado, por lo que se puede
inferir que sea SAS4. Asi mismo, y pese a la amplificacién inespecifica observada por PCR a
partir del genoma del clon 4, no se detecta ninguna otra proteina fusionada a la etiqueta
3HA. Esto es muy importante, dado que el PCR analiza Unicamente el locus de interés
mientras que el western blot analiza sin sesgo todas las posibles proteinas de fusiéon
generadas en el mutante. Habiendo observado una Unica especie marcada con 3HA,
podemos proceder a la inmunofluorescencia con certeza de que lo observado por
microscopia correspondera Unicamente a la proteina de fusién TgSAS4-3HA.

Al momento de analizar las imagenes obtenidas al microscopio, se observé una
diferencia notoria en la marcacién de los diferentes anticuerpos anti-HA, lo que plantea la
incertidumbre sobre el rendimiento de estos para este ensayo. Con el anticuerpo de conejo
anti-HA no se logrd observar ningun tipo de marcacion especifica, aunque se observa
marcacion tenue Unicamente donde hay pardsitos, y no fuera, lo que indicaria que la
marcacion observada no es del todo inespecifica. Incluso, se logra observar una marcacion
puntillosa en la proximidad al nucleo, que por momentos aparenta estar duplicada. Este
patron de marcacidon es similar al que se observa para el centrosoma, y para aquellos
pardsitos que han duplicado el centrosoma, respectivamente, utilizando anticuerpos
especificos para esta estructura. Por otro lado, con el anticuerpo de ratén se logrd visualizar
una marcacion en el parasito. Si bien la marcacidn no fue localizada como se esperaba, se
logra observar a nivel citoplasmatico e incluso con algun tipo de asociacién a la membrana
del parasito. Esto no descarta que la marcacidn sea especifica, una posibilidad es que la
localizacién de la proteina SAS4 sea dependiente del ciclo celular, por lo que en diferentes
estadios se observa en diferentes localizaciones, punto que no se pudo confirmar dado que
el marcador de ciclo celular IMC1 nos obliga a trabajar con el anticuerpo de conejo anti-HA
con el cual no se obtuvieron tampoco resultados claros. También cabe plantear que el
patron dificilmente observable de localizaciéon de TgSAS4, puede deberse a la baja expresion
de la proteina. Asimismo, si TgSAS4 participa Unicamente durante la definicidn del largo de
nuevos centriolos, en un momento dado, esto representa una fraccion infima de pardasitos,
gue dificilmente puedan observarse en una poblacién asincrdnica. Del total de parasitos en
un cultivo asincrdénico, solamente el 25% se estaran dividiendo en un momento dado. De
estos, solo una fraccién se encontrara en la fase temprana y media de la fase S, momento en
el cual ocurre la duplicacién del centrosoma y la determinacién del largo de los nuevos
centriolos. Lamentablemente, no existen tecnologias aun que permitan sincronizar el avance
del ciclo celular en T. gondii. Asimismo, sumado al limite de deteccién por baja sefial, es
posible que la localizacién de TgSAS4 se limite a un foco por debajo del poder de resolucién
de los microscopios de fluorescencia convencionales, ya que el centriolo se encuentra en el
limite de la resolucién 6ptica (200 nm aprox.). Para sobrepasar estos problemas se podrian
utilizar otras técnicas como la microscopia de expansién ultraestructural combinada con
fluordforos brillantes como los quantum dots, o la sobreexpresidn de la proteina mediante la
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clonacién de su cDNA. Esto ultimo sin embargo, resultaria desafiante ya que se trata de un
gen largo, que dificilmente pueda clonarse por tecnologias tradicionales. Por otro lado, este
trabajo demuestra que el locus gendmico de TgSAS4 es ameno a la modificacidén genética,
pudiendose emplear diversos enfoques adicionales de modificacién, como por ejemplo, y
utilizando una estrategia similar a la aqui descrita, la inserciéon de una secuencia que dirija a
TgSAS4 a la degradacion por el proteosoma. De esta manera podria, aun sin definirse
exactamente su localizacién, estudiar su funcién y contrastar la hipdtesis de que su
presencia en algin momento del ciclo celular es requerida para la homeostasis y
mantenimiento del centrosoma en T. gondii. Este trabajo constituye un primer acercamiento
a TgSAS4, generando herramientas y la puesta a punto de diversos ensayos, abriendo las
puertas para el analisis mas profundo y detallado tanto de su localizacién como de su
funcién en futuros trabajos.
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