CENTRO DE INVESTIGACION Y
ESTUDIOS AVANZADOS DEL INSTITUTO

POLITECNICO NACIONAL
Cinvestav

UNIDAD ZACATENCO

DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA

“CLONACION Y CARACTERIZACION PARCIAL DE LAS
HELICASAS PrpS y UAPS6/Sub2 DE Entamoeba histolityca”

TESIS
Que presenta

IBT. Vicente Aquino Santos

Para obtener el grado de
MAESTRO EN CIENCIAS

En la especialidad de
BIOQUIMICA

Director de tesis

Dr. Jesus Valdés Flores

Ciudad de México septiembre de 2019



AGRADECIMIENTOS

Al Conacyt por la beca otorgada durante el transcurso del posgrado.

Al Dr. Jesus Valdés Flores por darme la oportunidad de formar parte de su equipo de trabajo
y por todo el tiempo dedicado al apoyo para mi desarrollo profesional en este ambito.

A mis asesores el Dr. Edgar Morales Rios por los consejos y apoyo en la realizacion de este
proyecto, asi como al Dr. Miguel Angel Vargas Mejia por darme el apoyo y consejos de
como poder realizar algunos experimentos.

Al QBP José Manuel Galindo (JM Sensei) por apoyarme en la obtencién de unas clonas, asi
como todos esos consejos Y las ensefianzas impartidas durante mi estancia en el laboratorio.

A mi familia, mis padres Magdalena Santos y Nolberto Aquino sin su apoyo, consejos y
sobre todo sus palabras de aliento para continuar con mis suefios de seguirme preparando. A
mi hermano Rubén Aquino por apoyarme en esta aventura, por nunca dejar de creer en mi'y
mas que nada por ser ese pilar y ejemplo en mi formacion educativa desde el comienzo de
ella. A mis hermanas Martha Elena y Roxana Aquino por darme su apoyo y palabras de
aliento durante todo este tiempo. También me gustaria agradecer a mis tios Rosalinda Santos
y Mariano Ruiz que me apoyaron y alentaron para continuar con mi preparacion académica.
También agradezco a mis primos Gabriel, Daniel y Javier, asi como a su esposa Carmen y
mi sobrina Denis.

A mis amigos Nicole, Cristian Julio Cesar y Jesus Alberto que siempre estuvieron conmigo
e hicieron muy amena la estancia durante estos 2 afios de maestria, asi como a José Manuel
Jauregui (Chema), Adrian Trujillo, Ricardo Avila. De igual forma quisiera agradecer a mi
gran amiga Ana Maria por todos esos consejos, su apoyo y sobre todo por todos esos
grandiosos momentos compartidos.

A todo el equipo de trabajo del laboratorio 11 Gretter, Tea, Martin, a los ya mencionados
Cristian, Jesus, JM y el Dr. Jesus Valdés.



Contenido

RESUMEN ..ottt ettt bbbttt bbbttt I
ABSTRACT .ttt ettt s a2 s e b b e bt e b e 8 e e s e s e b e b e b b s e e et et e e b et be e Il
INTRODUGCCION ...ttt se s s s s es s ssss s es s ssss s s ssssssns s ssnssanes 1
ENtamoeba NIStOIYLICA. ........coeviueuiiiiicicirccc e 1
SPHCING Y €] ESPHCEOSOMA ......uvuviiiiiieciciciee et 2
SPlICiNg €N E. NISTOIYEICA. .....ceeeeieeiieiieisece et es 2
SPHCING FACIOE 1 (SFL)...vviveiiiiirirtcciciciri ettt 3
Importancia de las helicasas con caja DEXD/H..........cccoccivririeieinnnninieeeienssieeeseseseeieieie e 4
Clasificacion de las helicasas DEXD/H DOX. .....cccueutueueieuimeieininneieieieieieeieeseses e 4
Funciones hioldgicas de las helicasas DEXD/H DOX .......covveiririereeinininiinisieeenesesiesesesessenenas 7
Helicasas €N E. NIStOIYEICA. ......ccvueuirieirieieieisececste et en s 10
Participacion de Sub2 y Prp5 durante €l SPIICING.....ccvevrveirieireirecirieesees e 11
Participacion de Prp5 en el splicing y la transicion del complejo E-A .......ccovvvvvvieevcvrinienenns 11
Participacion de Sub 2 en el splicing y la transicion del complejo E-A.........ccoevveeereeriennnens 12
JUSTIFICACION ..ottt sss s sses s sases s saes s sssnsannsnns 14
HIPOTESIS ..ottt ssss bbbttt 14
OBUIETIVOS ...ttt ettt sttt b et ettt et esb e b e s e b e st anbebesbaeseebeebeeseeseeseesaaneenensan 15
(@] 0] 1= 010 T =0T - TSRS 15
ODJEtiVOS PAMTICUIAIES.......vviiiiiiiiiciieer ettt 15
ESTRATEGIA EXPERIMENTAL ..ottt ettt sttt sttt s sbesta e ssessaeseeseesens 16
(@] 0] 1= (Y0 I8 ] o L= T o 0 TSR 16
ODjJEtiVO ESPECITICO 2...cueeiieiiieiirieiieeeiee ettt a e saenennene 16
ODbJEtiVO ESPECITICO 3 ...ttt bttt 16
ODbjJEtiVO ESPECITICO ...ttt sttt a et e s e s e s ssesesaesessesnsnans 16
MATERIALES Y METODOS .....ovuuieieieeeeeeesieesiesseesss s s s sssssssasssssssss s sssassansas 17
EXtraccion de DNA gENOMICO ........ccueerviieieieieieseeietee ettt teese s e te e ese s esassesessesassnseses 17
Amplificacion y clonacion de Sub2, Prp5 Y GST-SFL .....cccvveiieirieesecssieese e s 17
Induccion y purificacion de las proteinas recombiNaNtES .........ccecevvrireerereerirrirersieeeesesie e 18
Purificacion de la proteina recombinante GST-SFL........ccccvirvuereenirerisrinieieeeesseseneeeseesenenns 19
Purificacion de las proteinas recombinantes His(6)-Sub2 y -Prp5.......cccoevveeeverieeneenericenne 19
Ensayos de Cambio de Movilidad Electroforética (EMSA) ......cccocevverireneeererereeseeesieeees 20

Anaélisis estadistico de las sefiales de retardo. .........c.ocevveevevreereeecerececeeeee e 21



RESULTADOS ..ottt ettt 22

Amplificacion y Clonacion de EnSUb 2y ERPIPS.....c.c.oviririnirreccnrrrreececeievene e 22
Induccidn y purificacion de las proteinas recombinantes EhSub 2, EhPrp5 y QA2-SF1. ............ 23
Induccion y purificacion de ENSUD 2........c.cciiririeeiiiriseeece e sssenens 23
INduccion y pUrificaCion de PIP5 ..ottt 24
Induccidn y purificacion de QAZ-SF1L .........cceirueireerieeeseeeeeeee st sae s e s e s sesnens 25
Caracterizacion parcial de la funcién de las proteinas EhPrp5y EnSUb 2.......cooveevvvirieieccinne, 25
Interaccion de QA2-SF1 con 1a sonda Marcada. .........cceeevveeerieeerieesiereerieesesesseeeeseeeseeseesaens 25
Interaccion de EhSub 2 y EhPrp5 con la sonda del BP de levadura. .........ccceveevievneeceniecennnnns 26
DISCUSION ...t bbbttt sse s 30
CONGCLUSION ...ttt sttt sttt 33
PERSPECTIVAS ...ttt ettt ettt a et b et e b e bbb s s s e eaen 34
AANIEXOS. ...tttk b bbbtttk b et 35
Secuencias de 0ligos UtIlIZad0s ...t 35
Ensayos realizados con la sonda del BP de E. hiStOlytiCa. ........cccveireeereirenerereeeeee e 36

171 0] 0o USSR 37



RESUMEN

El splicing es el proceso mediante el cual a la cadena naciente de pre-mRNA se le retiran los intrones
para tener un mRNA maduro. Durante este proceso, es de vital importancia la unién del snRNA U1l
al sitio de splicing 5” (5’ss), asi como la unién de SF1 al sitio de ramificacion (BP) y U2AF65/35
(factores auxiliares del U2 snRNP de 65 y 35 kDa) al tracto de pirimidinas (pY) y al 3’ss,
respectivamente. Acto seguido el SnARNA U2 sustituye a SF1 del BP, ocurriendo la transicion del
complejo temprano E al complejo A.

Prp5 y UAP56/Sub2 son helicasas de la familia DExD/H que ademas de ser ATPasas participan en
el ensamble del spliceosoma. En tanto que O’Day (1996) demostré la presencia de Prp5 durante el
splicing, Zhen Xu y cols. (2004) demostraron que Prp5 es también esencial para la transicion del
complejo E al A durante el splicing. Ademas, Fleckner y cols. (1997) determinaron la interaccion de
UAP56/Sub2 con U2AF65, asi como su participacion durante el splicing y su requerimiento para la
transicion de complejo E al A. Por otra parte, Valdés y cols. (2018) encontraron a Prp5 y Sub2 en
ribonucleoparticulas de mensajero de E. histolytica.

En el laboratorio se demostré que la presencia de U2AF84 en E. histolytica bloquea la sustitucién de
SF1 por U2 en el BP, inhibiendo la transicién del complejo E al A durante el ensamblaje del pre-
spliceosoma. Teniendo en cuenta que EhPrp5 y EhSub 2 estan presentes durante la transicion de estos
complejos, en este trabajo identificaremos la funcién de empalme o desempalme que puedan tener
entre U2 snRNA y el BP. Una vez conociendo su funcién, se planea elucidar su participacion en la
sustitucion de SF1 por U2 snRNA del BP.

Nuestros resultados demuestran que las proteinas EhPrp5 y EhSub 2, independientemente,
interaccionan con la secuencia consenso del BP de E. histolytica, pero en presencia del SnRNA U2,
la interaccion de ambas en conjunto se potencia. Por otra parte, se reprodujo la interaccion del
dominio QA2-SF1 con el BP en presencia del sSnRNA U2, y la adicion independiente de EhPrp5 o
EhSub 2 generd un segundo retardo adicional al de QA2-SF1/snRNA U2, mismo que disminuyé
cuando ambas proteinas estuvieron presentes.

Con los resultados obtenidos concluimos que las proteinas pueden interaccionar con el BP siempre 'y
cuando esté presente el U2 snRNA, pero debe existir algin otro cofactor que permita que se genere
un retardo evidente. Por otra parte, la presencia de SF1 ayuda a generar un segundo complejo de
retardo, pero no es suficiente para que sea mayoritario o Unico, pudiendo existir algun otro cofactor
necesario para que esto ocurra.



ABSTRACT

Splicing is the process whereby introns are removed during pre-mRNA maturation. To this
end, binding of SnRNA U1 to the 5’ splicing site, as well binding of SF1 to the branch point,
and binding of U2 snRNP auxiliary factors of 65 and 35 kDa to the polypyrimidine tract (pY)
and 3' splice site, respectively, is vital. Then, U2 snRNA replaces SF1 at the BP, thus
transition from early complex E to complex A occurs.

ATPases of the DExD/H-box family RNA helicases Prp5 and UAP56/Sub 2 participate in
the assembly of the spliceosome and are essential for splicing complex E to complex A
transition (O’Day, 1996; Zhen Xu et al., 2004). In addition, Fleckner et al. (1997) determined
the interaction of UAP56/Sub 2 with U2AF65. On the other hand, Valdés et al. (2018) found
Prp5 and Sub2 in messenger ribonucleoparticles of E. histolytica assembled in vivo.

Our laboratory demonstrated that EnU2AF84 blocks the replacement of SF1 by U2 in the
BP, inhibiting the transition of complex E to A during the assembly of the pre-spliceosome.
This is the reason why, considering that EhPrp5 and EhSub 2 are involved in the transition
of these complexes, we wanted to pinpoint their function in U2 snRNA and BP hybrid
formation and replacement of SF1.

Our results demonstrate that the EhPrp5 and EhSub 2, independently interact with the
consensus sequence of E. histolytica BP, but in the presence of the U2 snRNA the interaction
of both together is enhanced. On the other hand, the interaction of the QA2-SF1 domain with
the BP was reproduced in the presence of SnRNA U2, and the independent addition of EhPrp5
or EhSub 2 generated a second complex in addition to that of QA2-SF1/snRNA U2; the signal
of such complex decreased when both proteins were present.

We conclude that EhSub 2 and EhPrp5 can interact with the BP provided U2 snRNA is
present. On the other hand, the presence of SF1 helps to generate a second shifted complex,
which is not sufficient to recruit the majority of the probe, suggesting that full-complex
formation could require additional cofactors.



INTRODUCCION

Entamoeba histolytica

El ser humano es blanco de muchas infecciones. Estas pueden ser causadas por bacterias,
virus, protozoos, etc. Un protozoo que infecta a los seres humanos es Entamoeba histolytica,
el agente causal de la amebiasis. Datos de la organizacion mundial de la salud indican que
este protozoo infecta aproximadamente al 10% de la poblacion en paises en vias de
desarrollo, principalmente aquellos que presentan un clima tropical, ademéas de que este
protozoo causa alrededor de 100 mil muertes por afio a nivel mundial [1].

El ciclo biolégico de E. histolytica comienza con la ingesta de agua o alimentos contaminados
con quistes del protozoo, al llegar al intestino delgado estos se desenquistan y convierten en
trofozoitos. Una vez que llegan al intestino grueso, estos pueden proliferar o volver a
enquistarse, estos Ultimos son desechados junto con la materia fecal y dar inicio al ciclo de
nuevo (Fig. 1) [2]. Por otra parte, los trofozoitos pueden colonizar el intestino grueso como
comensales inofensivos o bien invadir la mucosa intestinal y causar destruccion tisular.
También pueden invadir con menos frecuencia a otros érganos como higado, pulmones, el

cerebro y la piel [3].
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[Figura 1. Ciclo biolégico de E. histolytica. inicia con la ingesta de alimentos 0 agua contaminada con el parasito y este de
desenquista en el intestino para generar colitis amebiana, obseso hepatico amebiano o una colonizacién asintomatica.
Ademas, este puede quedarse enquistado y ser excretado por las heces fecales. \



Splicing y el espliceosoma

Desde el origen de la vida, la evolucién y adaptacién de los microorganismos a su entorno
han desarrollado en una gran variedad de formas de vida, cada uno de estos se diferencia uno
del otro por su informacion genética, asi como la forma en que la almacenan y la expresa.

Durante la expresion, el splicing es el mecanismo por el cual se lleva a cabo una parte de la
maduracion del pre-mRNA. Este proceso da variabilidad en la expresion de genes. El splicing
es llevado a cabo co-transcripcionalmente. Durante este proceso, se ensamblan
secuencialmente distintas SnRNP (smal nuclear ribonucleoprotein), compuestas de proteinas
y snRNA (small nuclear RNA), a la cadena naciente de pre-mRNA para formar el
espliceosoma [4]. Esta es una maquinaria muy dinamica, permitiéndole tomar distintas
conformaciones para poder eliminar el o los intrones del pre-mRNA dando lugar a la fusion
de exones que conforma un mRNA maduro.

La formacidn del espliceosoma inicia con la union de U1 snRNA al 57ss (splice site), seguido
de SF1 (splice factor 1) uniéndose a la secuencia del BP (branch point) y U2AF65/35 (U2
auxiliar factor de 65 y 35 kDa) al tracto de polipirimidinas (pY) y al 3’ss, respectivamente.
Posteriormente, en presencia de las RNA helicasas Sub2 y Prp5, el sSnRNA U2 remplaza a
SF1 del BP generando un hibrido RNA-RNA, de esta forma conformado el complejo
prespliceosomal A. El espliceosoma precatalitico o complejo B es generado por la entrada
de las tri-snRNP de U4/U6.U5, sustituyendo estos al SnRNA U1 del 5'ss y, luego de que se
forme el hibrido RNA-RNA U2/U6, el U4 snRNP se desprende de ellas, generando asi el
espliceosoma activado o Complejo BACT, que con la llegada de otras dos helicasas (Brr2 y
Snull4) quedara cataliticamente activo (B*). Posteriormente la helicasa Prp2 reconvierte al
complejo en catalitico C y ocurre la primera reaccion de transesterificacién en la cual el grupo
hidroxilo de la adenosina del BP ataca al 5°ss, dando origen a un exon 5 libre y un intron
lariat-exén 3’. Otras dos helicasas, Prp22 y Prpl6, propician la segunda reaccion de
transesterificacion en el que el ex6n 5” libre ataca al exon 3"generando de esta forma un el
mRNA y liberandose el complejo intron lariat (Fig. 2) [5-7].

Splicing en E. histolytica

E. histolytica este proceso es similar. Este protozoo presenta alrededor de 2553 intrones en
sus 9938 genes reportados [8,9]. Estos intrones conservan las secuencias consenso de los 5'ss
(GUUUGU) y 3’ss (UAG), pero el sitio del BP no es conservado [15]. La gran mayoria de
los intrones amebianos sélo han sido anotados in silico [9] y pocos han sido validados [9-
16]. Otra diferencia importante en este protozoario es el tamafio de U2AF65 ya que en E.
histolytica la subunidad grande de U2AF es de 84 kDa, es decir U2AF84 [9]. Por otra parte,
se ha encontrado la presencia de los sSnRNA de U2, U4, U5y U6 [86,87], pero la presencia
del snRNA U1 no ha sido identificados por homologia de secuencia, lo que sugiere que esta
ausente en el protozoario [88]. Sin embargo, la presencia de esta SnRNP fue predicha por
estudios bioinformaticos, pues los 3 factores que la conforman, U1-A, U1-C, and U1-70k
[89-91] han sido anotados en el genoma amebiano. La ausencia del snRNA U1 reportadas
por Dévila on en los estudios de Davis y colaboradores en el 2008 [89], sugiere que algun



otro snRNA, como U6, podria estar realizando las funciones de U1 en la unién con el 5ss
como se ha reportado previamente [90].
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Splicing Factor 1 (SF1)

Como se menciond anteriormente, la proteina SF1 interactGa con la secuencia del BP y se
une a ella. SF1 es una proteina de la familia STAR (signal transduction and activation of
RNA) [100], las cuales poseen un dominio QA2 (Quaking homology 2) localizado en el Carboxilo
terminal del dominio KH [101]. Por otra parte, se ha encontrado que la region del KH-QA2 y los
dedos de zinc (Zn) localizados ademas en el carboxilo terminal de SF1 han estado implicadas en la
unién al sitio del BP del pre-mRNA [102-104]. Es conocido que SF1 es sustituida por U2 snRNA
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dando inici6 al complejo A, pero antes de que esto suceda, SF1 y U2AF65 interaccionan para poder
seguir con los siguientes pasos del splicing [105], pero si la Ser20 presente en SF1 no es fosforilada
por PKG (protein kienase G) genera asi una inhibicion de la interaccion ocurrida entre SF1y U2AF65
[106].

Importancia de las helicasas con caja DExD/H.

Una gran variedad de procesos genéticos requiere el desdoblamiento o generacion de
hibridos, ya sea DNA/DNA, RNA/RNA o DNA/RNA. Para que este pueda llevarse a cabo,
se requiere la participacion de una gran variedad de proteinas, entre las que se cuentan las
helicasas [17].

Debido a la gran diversidad biolégica que presentan las helicasas, y a que estan presentes en
la mayoria de los organismos, siendo estas altamente conservadas entre ellos, se sugiere que
los genes que las codifican provienen de un ancestro en comdn [18].

Estas proteinas presentan 8 motivos altamente conservados. Los dominios I, la, Ib y 11-VI
son los dominios de union e hidrolisis de ATP, por lo cual estas proteinas son ATP
dependientes (Fig 3). La conformacion que pueden tomar estos en su estructura terciaria les
proporcionan distintas funciones a estas helicasas como en la catalisis y la union a sustrato
[19].

A
RNA
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Figura 3. Representacion esquematica de los motivos conservados de la familia DEAD-box. (A) Secuencia de consenso de
la familia DEAD-box. Se resaltan los residuos identificados en la estructura de la proteina Vasa para interactuar con ATP
(rojo), ARN (azul) o involucrados en interacciones intra-proteinas (verde). (B) Secuencias de consenso de la familia DEAH-
box y Ski2. Las secuencias consenso (las letras mayUsculas representan los aminoéacidos conservados al menos el 80%, las
letras minUsculas representan los aminoacidos que se conservan del 50 al 79%) se tomaron de Tanner y Linder [10].

Clasificacion de las helicasas DExD/H box.

Estas proteinas estan clasificadas en tres familias, SF1, SF2 y SF3 [19]. Siendo la mas
caracterizada las SF2, esta superfamilia se caracteriza por presentar dos dominios de union
RecA, asi como variacion de sus aminodcidos en la DExD/H box y/o la extension del
carboxilo terminal. Estas cajas se denominan asi debido a sus aminoacidos conservados de
Asp,Glu, x= a cualquier otro aminoacido, ya sea Ala, Cis, Val, Asp/His [20]. Algunas de
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estas helicasas funcionan como monomeros, pero se ha reportado que algunas funcionan
como homodimeros [17,18].

Helicasas DEAD box.

Uno de los integrantes de la superfamilia de las SF2 son las RNA helicasas DEAD box, las
cuales son encontradas en casi todos los organismos [19]. Estas proteinas son exclusivamente
ATP dependientes, debido a la estimulacién por la unién con el RNA. Cabe resaltar que ellas
presentan una baja actividad de desdoblamiento, pero pueden interactuar con una sola hebra
de RNA independientemente si esta es un diplex o no. Una vez que las helicasas unen al
ATP, estas sufren un cambio conformacional, lo que resulta en restricciones fisicas que
propicia la desestabilizacion del RNA unido a ella [20]. Es importante mencionar que en
ciertas ocasiones el sustrato de estas proteinas puede ser una proteina que este unida al RNA.
Por otra parte, hay proteinas de esta familia que reconocen una secuencia de RNA especifica
[20]. Los tres miembros de esta familia que participan durante el splicing son Prp5, Sub 2 y
Prp28, estas presentan un alto grado de conservacién de sus dominios centrales, ademas de
que los extremos amino y carboxilo presentan poca conservacion entre ellos (Fig. 4A). Un
dato curioso es que, en eucariotas, Prp5 y Prp28 presentan en su amino terminal una
secuencia repetida de residuos de Ser-Arg (SR), siento encontrados estos residuos repetidos
en factores de splicing de RNA que participan durante el splicing alternativo [21-23].
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Figura 4. Las helicasas pertenecen a tres familias distintas. Alineacion de secuencia primaria de las helicasas de S.
cerevisiae de las familias DEAD-box (A), DEAH-box (B) y Ski2-like (C) involucradas en el empalme de pre-mRNA. Los
bloques negros y grises representan las regiones conservadas dentro de cada familia. Las lineas en los extremos amino de
las helicasas de la caja DEAH indican la falta de secuencias conservadas en esta region. Las posiciones de los motivos
conservados se indican mediante rectangulos verticales. Para las helicasas tipo DEAH-box y Ski2, un triangulo hacia abajo
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indica la posicion de la horquilla f propuesta para actuar como un separador de hebras. Las cajas discontinuas indican
los dominios conservados en los extremos carboxilo de las proteinas de la caja DEAH y en los dos médulos de helicasa de
la helicasa Brr2 tipo Ski2 [17].

Helicasas DEAH box.

Otro miembro de esta super familia son las helicasas DEAH box, que en levadura se ha
encontrado poseen su dominio central altamente conservado, con excepcion del motivo Q
del cual carecen estas proteinas, pero también poseen un carboxilo terminal altamente
conservado. Como se puede observar en la figura 4B, todas poseen una organizacion similar
en su organizacion secundaria, ya que tienen un dominio conservado Ilamado B-hairpin
(5'HP), un dominio de winged helix (WH), un dominio involucrado en la union de RNA 'y de
translocacion durante el empalme de RNA y un domino DUF1605 (Domain of Unknown
Function) que adopta una forma de union a oligosacaridos (OB-fold) [24-27]. Los dominios
conservados 5'HP y el DUF1605 participan en la unién al RNA, asi como de su actividad de
desenrollamiento. Estos dominios les confieren a las helicasas DEAH box la habilidad de
requerir una sola hebra de sustrato para poder interaccionar [36]. De las 6 helicasas DEAH
box que estan presente en S. cerevisiae, cuatro de ellas participan en el splicing, Prp2, Prp16,
Prp22 y aunque Prp43 participa en el splicing se ha observado que participa también en el
procesamiento del rRNA [36].

Debido al amplio rango de conservacion de estas helicasas, se sugiere un mecanismo de
accion y regulacion similar. En el spliceosoma, la actividad de ATPasa de Prp2 y Prp43 es
accionada por proteinas G-patch, como Spp2 y Spp382 respectivamente [5,26,28,29],
mismas que median la regulacion de Prp2 y Prp43 a través de la interaccion con el dominio
OB-fold de las helicasas [25].

Helicasas Ski2-like.

El altimo miembro de esta superfamilia de la SF2 son las helicasas Ski2-like, de esta familia
solo Brr2 es la Unica que esta participando durante el splicing [18]. Estas helicasas presentan
una estructura similar a las DEAD box y las DEAH box anteriormente mencionadas, ya que
poseen una version del motivo Q presente en las helicasas DEAD box y un espacio parecido
al motivo 5"HP presente en las helicasas DEAH, este espacio se encuentra entre los motivos
V y VI (Fig 4C) [15]. Santosa y colaboradores en el 2012, resolvieron la estructura
cristalografica del fragmento que comprende los residuos 395-2129 de la helicasa de Brr2
humana [35], esta estructura confirmé la organizacion modular de Brr2 y, en particular, la
contribucion del primer dominio Sec63 (ratchet) a la formacion de un tunel en el que podria
unirse RNA y trasladar durante el desenrollamiento del mismo. El segundo dominio helicasa
y el segundo dominio Sec63 (a) forman un tanel similar, aunque es posiblemente a la
presencia de residuos cargados negativamente que se evite la unién a RNA. Aunque se ha
propuesto que este segundo tinel formado en la helicasa ha conservado su capacidad de unién
a ATP, pero no su capacidad de hidrdlisis [36].



Funciones bioldgicas de las helicasas DExD/H box

Se han descrito un amplio nimero de funciones para las proteinas de las familias de las
helicasas DExD/H box, la mayoria de estas funciones estan involucradas en distintos pasos
del procesamiento del RNA. En células eucariotas, estas funciones van desde la transcripcion
a la degradacion del RNA, pasando por el splicng del pre-mRNA, exportacion del mRNA,
biogénesis del ribosoma, iniciacion de la traduccion del mRNA, y la expresion de genes en
organelos (Fig. 5).

Transcripcion

Varias helicasas DExD/H box han sido involucradas durante la transcripcion, tales proteinas
son de la familia de helicasas DEAD box y una de la familia de las helicasas DEIH (Dhx9).
Fuller-Pace en 2006 [37] reviso varias proteinas que presentan esta funcion, las cuales son
Dhx9 [78], DP103 (Ddx20) [79], p68 (Ddx5) [80], p72 (Ddx17) [81], RHII/Gua (Ddx21)
[82-84] y DP97 (Ddx54) [85].

TOCOOTCE
@ Prp16 @ @ Transcription

5" and 3' end processing

@ @ @ mRNA transport

Prp43 ribosome biogenesis

@ @ Prp2 @ @ @ RNA degradation

Figura 5. Participacion de las helicasas DExD/H. Se observa su participacion en distintos procesos del metabolismo del
mRNA, desde el splicing del pre-mRNA, transporte del mMRNA hasta la degradacion del RNA [36].

chromatin

Splicing del pre-mRNA

Debido a que un gran nimero de proteinas participan durante el splicing (>200) [44], todas
estas proteinas generan cambios conformacionales en el spliceosoma y muchas de estos
cambios requieren un consumo energético considerable, dicha funcion recae en las helicasas
DExD/H box. En levaduras, algunas de las helicasas que participan durante este proceso son
las ya mencionadas Sub2, Prp5, Prp28 [45]. En eucariontes, se demostré que p68 participa



tanto en splicing constitutivo y durante el alternativo [46,47]. Ademas, se requieren Prp2,
Prpl6, Prp22, Prp43 y Brr2 [45,48-54]. Curiosamente, las helicasas DEAD box son
requeridas para la estabilizacion de un spliceosoma funcional, ademas de que las proteinas
DEAH box son indirectamente indispensables para las reacciones de transesterificacion, asi
como para el relajamiento del mMRNA y la reutilizacion de los componentes del spliceosoma

(Fig. 6).
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Figura 6 RNA helicasas en la via de ensamblaje / desensamblaje del spliceosoma. El orden de ensamblaje de U snRNPs y
los pasos de asociacion y actividad de las helicasas se muestran en una transcripcion que contiene un solo intrén [36].

Biogeénesis del ribosoma.

Son muchos factores que participan en el proceso de biogénesis de los ribosomas [55,56], asi
como algunas proteinas de las helicasas DEAD box, DEAH box y Ski2-like. El nimero de
estas proteinas varia segun la especie donde se vea, es decir, en procariotas como Borrelia
burgdorferi no participan estas helicasas, mientras que en Escherichia coli participan 3 de
estas proteinas 5, por otra parte, en S. cerevisiae son requeridas 14 helicasas DEAD box para
la biogénesis del ribosoma [40,57,58].

Los ribosomas eucariotas se componen de 4 rRNA y 78 proteinas [56], tres de las especies
de rRNA maduros se transcriben como un gran pre-rRNA vy, durante la reaccion de
ensamblaje, se procesan a los tres 18S maduros, asi como 5.8S y 25S rRNAs. En reacciones
posteriores, el 18S y 25S rRNA son modificados por pseudouridinaciones y metilaciones,
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siendo estas modificaciones dirigidas por snoRNAs (nucleolar RNAs) [59]. Es por lo cual,
las proteinas DEAD-box podrian desempefiar un papel en la reorganizacion de los complejos
pre-ribosémicos al llevar acabo la disociaciéon de los snoRNAs de los pre-rRNA, para
permitir que se lleven a cabo nuevas interacciones RNA-RNA [77].

Exporte nuclear

En células eucariotas la transcripcion y la traduccion son realizados en compartimentos
separados, por lo que el mMRNA debe ser transportado del ndcleo al citoplasma a través de los
poros nucleares. En levadura, mutaciones realizadas para disminuir los niveles de expresion
en el gen de la helicasa Dbp5/Rat8 mostré una acumulacién de mRNA poliadenilado en el
nlcleo, indicando de esta forma que esta proteina participa en la exportacion [42,60]. Por
otra parte, Schmitt y colaboradores en 1999 [43], realizaron una mutacién dirigida a la
proteina Nup159 del complejo del poro nuclear que result6 en la acumulacidn de la helicasa
de Dbp5 en el citoplasma y no en la periferia nuclear. Lo cual sugiere que Dbp5 participa en
el transporte, pero del lado citoplasmatico. Para elucidar la participacion de esta proteina en
la exportacién nuclear Estruch y Cole en 2006 [61] demostraron interacciones genéticas y
fisicas de Dbp5 de levadura con la maquinaria de transcripcion. Otras proteinas que se ha
visto que participan en la exportacion nuclear son UAP56/Batl (en eucariotas) y su ortélogo
Sub2 en levaduras. Esta funcion la llevan a cabo ademas de su ya menciona funcion durante
el splicing del pre-mRNA [62-65]. Es interesante que este factor de splicing también se
requiere para la exportacion del mRNA que no contienen intrones, argumentando en contra
del escenario simple de que Sub2 permanece vinculado al mensaje después del splicing. Por
lo tanto, las proteinas UAP56/Bat/Sub2 desempefan dos funciones en la vida del mRNA
[77].

Degradacion del RNA

Varios estudios han demostraron el requisito de las helicacas DExD/H en la degradacion del
RNA en E.coli [38,66,67]. En los eucariotas, la degradacion del RNA se produce
principalmente a través del exosomas, esto es asistido por las RNA helicasas de la familia
Ski2 [68-71]. Sin embargo, ninguna proteina DEAD box parece ser requerida directamente
para la progresion del exosoma. Por otra parte, se ha demostrado que la proteina Dhhl
desempefia una funcion esencial en la degradacion del mRNA [72,73]. Curiosamente, las
proteinas de la misma subfamilia desempefian funciones importantes en el marcado del
MRNA en eucariotas superiores [74,75].

Expresion de genes en organelos

Estudios realizados por Huang y colaboradores en 2005 [76] demostraron que en levadura
dos proteinas DEAD box Mssl 16 y Mrh4 son requeridas para la expresion de genes en la
mitocondria. Se observo que la proteina Mssl 16 estd involucrada durante el splicing
mitocondrial. Cabe resaltar que en humanos no existen homdlogos de estas proteinas, pero
la proteina DEAD box, Ddx28, esta presente en mitocondrias [41], aunque no se sabe cual
es su funcion dentro de la misma.

En conjunto, la familia de proteinas DEAD box poseen una actividad de disociacion no
posesiva. Esta actividad se observa particularmente en muchos procesos metabolicos de RNA



en células eucariotas. Es probable que, en estos procesos, las proteinas DEAD box sean
importantes marcadores de posicion o proteinas de punto de control, permitiendo que los
procesos se desarrollen de manera eficiente en una direccién y se conecten con los pasos
anteriores o siguientes en la maquinaria del metabolismo del RNA [77].

Helicasas en E. histolytica.

Marchat y colaboradores en 2008 [91] realizaron estudios in silico y encontraron la presencia
de 33 helicasas putativas de la familia DEAD y DExH box en E. histolytica. Por otra parte,
Valdés y colaboradores en el 2014 encontraron en ribonucleoparticulas del mensajero de E.
histolytica la presencia de distintas ShRNP y proteinas participantes en el splicing, destacando
entre ellas la presencia de varias helicasas, asi como 13 DExXH/D helicasas que estan en
distintas etapas de la formacion del spliceosoma para la maduracion del pre-RNA (Tabla 1)
[95].

fTabla I. Comparacién de factores de splicing en E. histolytica vs humanos y levaduras. Sobresalen en gris los
componentes del complejo poscatalitico y el intron-lariat del splicing (PILC por sus siglas en ingles) [95] |

Particle/class Splicing factor Remodeling E. histolytica protein Locus® UniProtKB
U2 snRNP U2-related U2 snRNA uza leucine rich repeat protein EHI_167290 C4MAF8
SF3ai120 splicing factor EHI_058680 C4LWTY
SF3aB0/PrpgFILC splicing factor 3A subunit 3 EHI_088600 C417Pa
SFani1PLC spiicing factor 3B subunit 1 EHI_040170 C4MADS
SF3naPLC splicing factor 3b subunit 3 EHI_048160 CAMAAT
U2AFBS U2 snRNP aux. fact. large subunit EHI_098300 CA4LXB3
U2AF35 U2 snRNP auxiliary factor EHI_192500 CAM1HO
Prp43 ILS-disassembly EhDExHO EHI_184530 C4MBS
Prpa3 ILS-disassembly EhDExH13 EHI_080040 CamaZT
Prpd3 ILS-disassembly EhDExHT EHI_006230 C4LWD6
Prp6 E-A(U2-35s) EhDEAD3 EHI_013960 C4LXN8
US snANP US snRNA Snut14PLC B-Bt US snANP subunit EHI_021380 BIN373
Brr2PILC B-Bact; C-Post splicing EhDExH10/U5 snRNP-specific 200kd EHI_D45170 C4ALTDD
Br2PIlc B-B2; C-Post splicing ERDExH1 EHI_131080 CALXHG
220K/PrpaPlkC splicing factor Prp8 EHI_080350 CAMBKO
102K/Prp6 pre-mRNA splicing factor EHI_003960 CALYI?
Prp28 AB EhDEAD4 EHI_021440 C4aM058
U4/US snANP CPRS peptidyl-prolyl cis-trans iscmerase EHI_020340 Cam7UB
U4/UB snRNA CPRE peptidyl-prolyl cis-trans iscmerase EHI_125840 015729
U4/U8-U5 tri-snRNP B5K/SADA ubiquitin C-term hydrolase EHI_152110 C4ALSP8
Prp38 PRP38 family protein EHI_000490 C4LZA0
Prp19CABC Prp1gPILe WD domain containing protein EHI_130870 CALXF5
coosPILe myb-fike DNA-binding EHI_000550 CALZAE
Aquarius regulator of nonsense transeripts EHI_193520 Camav4
SyfPILC Hypothetical protein EHI_073300 CALXJS
ABM22PILC pre-mRNA spiicing factor cwe2 EHI_126150 CALWOD
EJC cweoo# PILS cell cycle control protein EHI_093720 C4LYG3
Sub2p/UAP56 E-A(U2-35s) EhDEAD18 EHI_151600 C4LSK1
RES complex MGC13125P1LE EF-hand calcium-binding EHI_150550 C4aM234
Complex Bt Prp2 gactgr EhDExH4 EHI_033720 C4aM435
Gomplex G Abstrakt EhDEAD1 EHI_175030 G4LZMB
Step 2 factors Prp2ePILe Post splicing-ILS ERDExH3 EHI_077640 CAMBNG
Prpig C-Post splicing EhDExHS EHI_122790 C4MBMS
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Participacion de Sub2 y Prp5 durante el splicing

Como se describi¢ en el capitulo anterior, Sub2 y Prp5 son helicasas de la familia DEAD box
que estan presentes en distintos procesos durante la vida del RNA. Ahora vamos a hablar
sobre la importancia de estas proteinas durante el splicing, principalmente durante la
transicion del complejo temprano E al complejo pre-spliceosomal A de este proceso, que,
como se puede observar en las figuras 2 y 6, es la etapa donde participan estas helicasas.

Participacion de Prp5 en el splicing y la transicion del complejo E-A

Esta proteina es una RNAasa ATP dependiente [37] y como ya es conocido que para que el
snRNA de U2 pueda unirse al BP es necesaria energia, que es proporcionada por la hidrolisis
de ATP.

En 1993 Ruby y colaboradores [96] encontraron que para que el SnRNA de U2 pudiera entrar
en el spliceosoma era necesario la presencia de la helicasa de Prp5. Pero fue hasta 1996
cuando O"Day y colaboradores [97] observaron que al estar ausente la proteina de Prp5 no
se generaba splicng, mientras que al estar presente la helicasa era reconstituida, demostrando
de esta forma que la presencia de Prp5 era esencial durante el splicing (Fig. 7).

=
S0 _20 5 2_nM Prp5

Figura 7. Demostracion de la actividad de splicng al estar presente Prp5. Se observa que a concentraciones bajas (2nM)
de Prp5 la actividad de splicing se ve reconstituida [97].
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Por otra parte, fue hasta el 2004 cuando Xu y colaboradores [98] que se demostré que la
presencia de Prp5 era esencial para que la union de la sSnRNA de U2 con el RNA del intrén
fuese estable (Fig. 8), es decir que esta helicasa es esencial para la formacion del complejo
A de splicing.

4  Extract Intact ASpPIp5-TAP B
Addback — = _— GST Prp5 Prpa3 TAP-tag Prp5 U2-A'
ATP — + — + — + — 4+ —+ ATP — + —+ — +
- - —Pre-mRNA

=7 | _Prps-TAP
97—
T LAy U2A-TAP
30—

12346586

12 3 4 5 67 8 910

Figura 8. Participacion de Prp5 en la formacion del complejo A. a) GST-SpPrp5 reconstituye los extractos carentes de
SpPrp5-TAP. Extractos intactos y carentes SpPrp5-TAP fueron incubados con pre-mRNA marcados con 3P -/+ ATP a
30°C. GST, GST-SpPrp5 o Prp43p fueron adicionados a los extractos carentes. Las muestras se corrieron en un gel de
poliacrilamida al 4% y visualizado por autoradiografia. B) SpPrp5-TAP esta presente en complejo con el pre-mRNA.
Extractos preparados de cepas conteniendo SpPrp5-TAP, U2-A"-TAP o carentes de proteina, fueron incubados con pre-
mRNA marcado con 32P -/+ ATP y los complejos fueron seleccionados por afinidad usando 1gG-sepharosa para unir el
TAP. Pre-ARNm copurificado (superior); Proteinas etiquetadas con TAP seleccionadas por 1gG detectadas por andlisis
Western para la etiqueta TAP (inferior) [98].

Participacion de Sub 2 en el splicing y la transicion del complejo E-A

Sub2 es ortdlogo en levadura de la proteina UAP56 de humanos. Esta es como ya se
menciond anteriormente una RNAasa dependiente de ATP. Es por eso por lo que han
encontrado que participa esta proteina en muchas funciones del RNA (ver funciones de las
DEXxD/H box).

El 1997 Fleckner y colaboradores [99], demostraron que la proteina UAP56 (Sub 2) es
reclutada por U2AF65 para que el sSnRNA de U2 pueda interactuar con el BP. Demostrando
primero que la presencia de Sub 2 es esencial para la reconstitucion parcial del splicng (Fig.
9). Después observaron que efectivamente Sub 2 es crucial para que se pueda formar el
complejo A (Fig. 10).
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Figura 9 Importancia de Sub2 (UAP56) durante el splicing. Las reacciones de splicing se llevaron acabé en presencia de
extractos nucleares (carril 1), extractos nucleares carentes de antisuero preimune (carril 2) o de extractos nucleares
carentes de UAP56 (carril 3-5). UAP56 inmunopurificada fue adicionada a una concentracion de 2 (carril 4) o 5 ng/uL
(carriel 5) [99].
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Figura 10. UAP56 es requerida para la interaccion de U2 snRNA y el BP. A) analisis de mutantes deletadas en zonas de
U2AF65. La formacion del complejo A dentro los sustratos de A5 °AdMLP pre-mRNA, fue analizado por gel de
electroforesis nativo, extractos nucleares (carril 1), extractos carentes de U2AF65 (carril 2) o extractos nucleares carentes
de U2AF65, pero suplementados con las distintas U2AF635 depletadas a una concentracion de 25 ng/uL (carril 3-6). (FL)
longitud completa de U2AF65. B) Ensayo de complementacion bioquimica. La formacién del complejo A dentro los
sustratos de A5"AdMLP pre-mRNA, fue analizado por gel de electroforesis nativo, extractos nucleares (carril 7), extractos
nucleares carentes de deplecion (carril 8), extractos nucleares carentes de UAP56 (carril 9) o extractos nucleares carentes
de UAP56 suplementados con UAP56 inmunopurificados a una concentracién final de 10 ng/uL (carril 10) [99].
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JUSTIFICACION

Durante el splicing, diversas proteinas interaccionan para formar el spliceosoma, pero durante la etapa
temprana de este, principalmente durante la transicion del complejo E al complejo A, estan presentes
4 proteinas: SF1 que interact(ia con la secuencia del BP, U2AF84 que se une al tracto de pirimidinas,
asi como las helicasas de Prp5 y Sub 2 que, aunque esenciales para el splicing y particularmente en
la transicion del complejo E al A, ain se desconoce su funcion. Ademas, es primordial para dicha
transicion el sSnRNA U2.

Por otra parte, el dominio KH-QA2 de U2AF84 bloquea la transicion del complejo E al A durante el
splicng. Tal bloqueo se logra impidiendo la sustitucion de SF1 por el U2 snRNA en el BP.

Tomando en cuenta que Prp5 y Sub2 estan presentes durante esta misma etapa y que presentan
actividad de helicasas, una de las dos podria desestabilizar la unién de SF1 con el BP y ayudar a
formar el hibrido de sSnRNA U2 con el BP y la otra podria participar en la reaccion de desetabilizaicon
del hibrido de RNA, posiblemente eliminando de esta forma la accién de bloque que presenta
U2AF84 durante esta etapa del splicing, resultando en la transicion del complejo E al A.

HIPOTESIS

Prp5 y Sub2 tienen una accion de empalme o desempalme del BP y el snRNA U2 de E.
histolytica.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Identificar la funcion empalme/desempalme de Prp5 y Sub2 durante la transicion del
complejo E al A en el splicing de Entamoeba histolytica.

Objetivos particulares

1. Obtener clonas recombinantes de Prp5y Sub 2 (rEhPrp5 y rEhSub?).
2. Determinar la funcion de EhPrp5y EhSub 2 en el reconocimiento de un BP amebiano

3. Realizar ensayos de empalme y desempalme de snRNA U2 y el BP amebiano por
rEhPrp5 y rEhSub 2.

4. Determinar la funcidn en la sustitucion de SF1 del BP por el sSnRNA U2.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Objetivo Especifico 1

Se amplificaran, clonardn y secuenciaciaran los gDNA/cDNA de Prp5 y Sub2 de E.
histolytica en un plasmido que permita su expresion recombinante en E. coli. Una vez
confirmado que las clonas poseen los genes de interés, se transformaran células de la cepa
BL21 de E. coli que seran inducidas con IPTG para la expresion de las proteinas
recombinantes de Prp5 y Sub2. Finalmente, se purificardn las proteinas recombinantes
mediante columnas de niquel (Sub2, Prp5 y QA2-84) y glutation sefarosa (GST-SF1).

Objetivo Especifico 2

Se realizaran el marcaje con 2P en el Fosforo (P) Gamma (y) del primer nucledtido del
extremo 5 de secuencias del BP de levadura y de E. histolytica. Después se va a determinar
la interaccion de las proteinas EhPrp5 y EhSub 2 con el BP. Estos seran analizados mediante
SDS-PAGE al 12% y serén visualizados por autoradiografia.

Objetivo Especifico 3
Posteriormente, se realizaran ensayos de hibridacion y deshibridacion de U2 y el BP, en
presencia de EhPrp5, EhSub 2 y estando ambas presentes.

Objetivo Especifico 4

Una vez conocida la funcion de ambas helicasas, se realizaran ensayos con los BP marcados
radiactivamente para determinar la participacion de EhPrp5 y EhSub 2 en la sustitucion de
SF1 del BP.
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MATERIALES Y METODOS

Extraccion de DNA gendmico

La extraccion se realizo por el método de CTAB, adicionando 250 pL de Buffer de lisis (0.25
% SDS en 0.1 M de EDTA pH 8.0) y 100 pg/mL de proteinasa K (3 puL de un stock 10 mg/mL
con 100 U de RNase por mL) al pellet de amebas previamente centrifugadas a 7500 rpm
durante 5 minutos y contadas por camara de Neubauer. Esto se homogeniz6 por vortex e
incub6 a 55°C durante 20 minutos. Transcurrido el tiempo se adicion6 75 pL de NaCl 3.5 M
y mezcld, posteriormente se afiadieron 42 pL de 10 % CTAB/0.7 M NaCl, esto se mezcl6 e
incub6 a 65°C durante 10 minutos. La mezcla se deja atemperar y se adicionaron 400 pL de
cloroformo y mezcl6 por inversion, después se centrifugé a 15000 rpm por 5 minutos. El
sobrenadante se transfirio a un nuevo tubo y se le adicionaron 400 upL de
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1), se mezcl6 por inversion y centrifugo a 15000
rpm por 5 minutos. El sobrenadante fue transferido a un nuevo tubo y se afiadié 2 volumenes
de etanol absoluto, se incub6 a temperatura ambiente por 5 minutos y centrifugd a 15000 rpm
durante 10 minutos. Se descart6 el sobrenadante y al pellet se adiciond 200 pL de etanol al
70 %, esto se centrifugd por 5 minutos a 15000 rpm y descartd el sobrenadante. Se dejo
secando el tubo y resuspendid el pellet en 50 uL. de H20 mQ estéril. Se cargaron 2 pL en un
gel de agarosa al 1 % para verificar la presencia del DNA y se cuantifico por
espectrofotometria en el Thermo Scientific NanoDrop™, segin las instrucciones del
proveedor.

Amplificacién y clonacién de Sub2, Prp5y GST-SF1

Para la amplificacion del cDNA de Sub2 se realizd con las concentraciones descritas por el
proveedor de DNA, 10x KAPA Taq Buffer, primers forward y reverse, 10 mM dNTPs y
KAPA Tag DNA polimerasa y 2 mM de MgCl; y H20 mQ a un volumen de 50uL de
reaccion. La reaccion se llevd acabo en un termociclador maraca “Eppendorf Mastercyler
Personal” teniendo por condiciones de reaccion 95 °C por 5 minutos / 95 °C por 30 segundos,
56 °C por 30 segundos, 72 °C por 1 minuto 50 segundos (estas 3 condiciones se repitieron
35 ciclos) / 72 °C por 7 minutos y 4 °C por tiempo indefinido. Una vez terminada la reaccion,
esta se verifico en un gel de agarosa al 1 %. Se cort6 la banda de interés y se colocé en una
columna de extraccidn, se incubé a -20 °C durante una hora y posteriormente se centrifugo a
15000 rpm por 1 minuto. El resto de la reaccion de PCR se precipito de la manera siguiente:
se adicion6 agua mQ a un volumen final de 100 L, mas 1/10 v/v de Acetato de sodio 5 M,
mas 2.5 volimenes de etanol absoluto y 10 pL de glicgeno (stock de 10 mg/ml), y el
homogenando se incubd por 1 hora en hielo seco. Transcurrido el tiempo, se centrifug6 10
minutos a 15000 rpm, se descart6 el sobrenadante y la pastilla se lavé con 1 mL de etanol al
75% vy se centrifugd con las mismas condiciones anteriormente descritas. Se descarto el
sobrenadante y la pastilla se resuspendi6 en 25 puL. de H20 mQ estéril. Después, se midio su
concentracion por NanoDrop.
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Una vez conocida la concentracion del cDNA, se procedié a cortarlo con enzimas de
restriccion (Not | y Xho 1) al igual que el vector a utilizar (pET-28a), estos se dejaron incubar
con Not | durante 16 horas y con Xho I por 3 horas, posteriormente las digestiones fueron
verificadas en un gel de agarosa al 1 %. Una vez digeridos el vector y el inserto, estos fueron
ligados utilizando T4 DNA ligasa #EL0011 Thermo Scientific, siguiendo las instrucciones
del proveedor. La ligacion se verifico mediante gel de agarosa al 1 %. Ya ligados, se procedi6
a transformar por choque térmico en E. coli cepa TOP10. Para ello, 10 pL del producto ligado
se afadieron a una alicuota de células competentes y se incub6 en hielo por 20 minutos,
posteriormente se incub6 45 segundos a 42°C y se transfirié al hielo inmediatamente, ahi se
dejé incubando por 2 minutos. Después se adicionaron 800 pL de medio SOB y dejo
incubando por 90 minutos a 37°C, transcurrido el tiempo se tomd una alicuota que se inocul6
por plagqueo en una caja Petri con medio LB suplementado con kanamicina, esta se dejo
incubando toda la noche a 37°C. Se realiz6 una minipreparacion de DNA a partir de las
colonias candidatas utilizando QIAprep® Spin Minipep Kit #27104, siguiendo las
instrucciones del proveedor. Conociendo cuales colonias presentan el plasmido con el
inserto, una de ellas se ocup6 para transformar cepas de E. coli, BL21 por el método de
choque térmico anteriormente descrito. De igual forma, se transformé esta cepa con las
construcciones de QA2-84 y GST-SF1 con las que se contaban en laboratorio (GST-SF1 esta
dentro del vector pGEX y presenta resistencia a ampicilina, mientras que QA2-84 esta dentro
del vector pET28a anteriormente mencionado).

El gen sintético de Prp 5 (GeneScript), clonado en el vector de transicion pUC57, fue digerido
con enzimas de restriccion Bam HI y Hind 11 y posteriormente ligados al vector pET28a
como se describié anteriormente para Sub2. Con ello se transformaron células TOP10 y
realizo una miniprep como se menciond anteriormente, y se comprobo la presencia del
fragmento utilizando las mismas enzimas de restriccion. Posteriormente, se procedié a
transformar cepas de E. coli. BL21 por choque térmico y plaqueo en medio LB adicionado
con kanamicina.

Induccion y purificacion de las proteinas recombinantes

Se picaron varias colonias de cada una de las cajas de las transformantes de BL21 con sus
respectivas proteinas y se dejaron incubar toda la noche a 37°C. Transcurrido el tiempo, se
tomé una alicuota de 50 uL del precultivo y se adiciond a 2 mL de medio Terrific Broth con
su antibi6tico correspondiente (ampicilina para GST-SF1 y kanamicina para Sub2 y Prp5,
ademas de sus respectivos controles, BL21, pET28a, pGEX), estos se incubaron a 37°C hasta
alcanzar una O.D de 0.6 - 0.8. Luego se afiadio IPTG a concentraciones de 0, 0.4 yl mMy
se incubaron durante 4 y 24 horas. Una vez transcurrido el tiempo de incubacidn, se tomaron
alicuotas de 100 pL y las bacterias se centrifugaron a 15000 rpm por 5 minutos. El
sobrenadante se retir0 y la pastilla se resuspendid en 60 pL de H.O mQ més 20 pL de buffer
de carga 4X (50mM de Tris-HCI pH 6.8, 2 % SDS, 20 % Glicerol, 0.1 % azul bromofenal,
0.33 mL B-mercaptoetanol). Los extractos se calentaron a 100°C por 7 minutos, y
posteriormente se realizo lisis mecanica con una jeringa para insulina. Se cargaron 20 pL en
un gel de poliacrilamida al 10% y corri6 a 150 mV por 50 minutos. El gel se tifi6 con solucién
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de Coomassie (0.2 % Azul ]RZSO\, 50 % Metanol, 7 % Aacido acético) por 20 minutos y se
destifio con solucion de destefiido (30 % Metanol, 7 % acido acético).

Para la purificacion de las proteinas recombinantes, se adicionaron 10 mL de precultivo a
500 mL de medio Terrifiic Broth con su respectivo antibidtico, este se incubo como se
menciond anteriormente hasta la O.D deseada. Posteriormente se adicionaron 500 mL mas
de medio con su antibiético y una concentracion de IPTG de 1mM, se incub6 por 4 horas
(para Prp5) y 24 horas (para Sub2 y GST-SF1). Las bacterias se centrifugaron a 8000 rpm
por 40 minutos, se retird el sobrenadante y se resuspendieron en 50 mL de buffer de lisis
nativo (50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 10 mM imidazol,10 mM PMSF, pH 8.0 utilizando
NaOH). Posteriormente las células se lisaron por sonicacion (2 minutos de pulsos con 5 s de
sonicacién por descansos de 1 min). El lisado fue centrifugado a 18000 rpm por 1 hora (se
recomienda hacerlo a ultravelocidad), el sobrenadante se recolectd y se purifico por filtracion
en “Micropore” de 45 pm.

Purificacion de la proteina recombinante GST-SF1

A una columna con perlas de Glutation Agarose (prod# 16100), se equilibré con 5 mL de
buffer de lisis nativo, posteriormente, se afiadio el sobrenadante y el filtrado fue recolectado
en un tubo falcén, después se realizaron dos lavados con 2 mL de PBS 1X, posteriormente
se adiciond 1 mL de buffer de elucion (10 mM glutation reducido en 50mM de Tris-HCI pH
8.0) en 3 ocasiones (los lavados y la elucién se agilizaron mediante aplicacion de , después
vacio por 5 segundos y recolecto el liquido en el mismo tubo recolector en turno). Cada una
de las fracciones recolectadas (input, lavados y eluciones) se analizaron en un gel de
poliacrilamida al 10% a 150 V por 45 minutos.

Purificacion de las proteinas recombinantes His(6)-Sub2 y -Prp5

Por medio de columnas acondicionadas con Ni (Hi Trap GE 5 mL), se realizd un primer paso
de purificacion por afinidad de las banderas de His al Ni. Esto se llevé acabd en un FPLC
modelo AKTA de le marca GE en colaora’cion con el Maestro Dan Zavala del laboratorio
del Dr. Morales, equilibrando la columna primero con buffer de lisis, posteriormente se
inyectd la muestra al equipo para proceder a pasarla por la columna de Ni a un flujo de 3 mL
por minuto, el liquido recuperado de la columna fue colectado en tubos, una vez que paso
toda la muestra, se procedié a realizar 5 lavados con buffer A (buffer de lisis 1X, 5 mM
imidazol pH 7, 2 mM benzamidina, 0.2 mM PMSF y 0.001% B-mercaptoetanol) a un flujo
de 1 mL/min y colectados de igual forma. Posteriormente, se realiz6 la elucion a
concentraciones crecientes de imidazol con una combinacion de buffer A 'y buffer B (buffer
de lisis 1X, 5mM imidazol pH 7, 500 mM benzamidina, 0.2 mM PMSF y 0.001% pB-
mercaptoetanol), de acuerdo con lo observado en el cromatograma de cada una de las
proteinas purificadas, fueron tomadas las fracciones donde se observaron picos mas altos.
Estas junto con los lavados y lo no pegado a la columna fueron cargadas en un gel de
poliacrilamida al 10% y corridas a 150 V por 45 minutos.

Debido a que las proteinas purificadas presentaban gran contaminacion se realizé un
siguiente paso de purificacion, utilizando exclusion molecular para separar las proteinas por
tamarios. Para ello se utilizé una columnada filtracion molecular Superdex 200 10/300, para
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poder analizar a la proteina, primero se concentraron por separado utilizando amicones
(Amicon Ultra-15 100K, #UFC9110008) hasta tener un volumen final de 500 pL, esta se
colectd en un tubo Eppendorf y centrifugd a 10000 rpm por 1 minuto. El sobrenadante se
cargd con una jeringa para insulina al FPLC y paso por la columna a un fujo de 0.1 mL/min.
Ya que paso toda la muestra se procedio a realizar lavados con buffer TEV (50% glicerol,
750mM de KCI, 100mM de Tris pH7.5) hasta observar la salida de la proteina en el
cromatograma, estas fracciones fueron corridas en un gel de poliacrilamida al 10% a 150 V
por 45 minutos

Ensayos de Cambio de Movilidad Electroforética (EMSA)

Para marcar la sonda consenso del BP de E. histolitica (P+ AACUUUUAUUU) y Levadura
(C+ UAUACUAACAA) se utilizé P% (Metrix, 150 mCi/mL) conforme a las indicaciones
del fabricante de la Polinucleotido Kinase T4 (Thermo scientific, #EK0031). Una vez
marcadas las sondas, se cuantificaron las cuentas para tener el rendimiento de lo marcado.
Por otra parte, se realizd un ensayo de cuantificacion para poder observar cuantas cuentas
eran suficientes para observar bien la sonda en las placas, para ello se cargaron 2000, 5000,
10000 y 20000 cuentas por pozo en un gel de poliacrilamida al 6% que corrié a 90 V por 1
h, y se secé a 80°C por 30 minutos al vacio. El gel se expuso a placas fluorogréaficas para ser
visualizadas al dia siguiente en el STROM.

Para determinar la concentracion a la cual se une la proteina QA2-SF1 a la sonda del BP, se
adicionaron 4, 40 y 200 ng en presencia de buffer de retardo (BB 5x: 50mM Hepes-KOH pH
7.6, 40mM MgClz, 20mM espermidina, 0.1mM DTT, 0.5mM EDTA, 1.5mM ATP, 50%
glicerol) en presencia de 10000 cuentas de la sondas, se corrié en un gel de poliacrilamida al
12% a 90V durante 2 horas. Posteriormente se seco a 80°C por 45 minutos y puesto en
colocaron en unas placas fluorogréaficas para ser visualizadas al dia siguiente en el STORM.

Los ensayos para determinar la actividad de las helicasas se realizaron adicionando BB 5x,
1000 cuentas de la sonda de E. histolytica y concentraciones de 50, 150, 300 y 500 ng de
EhPrp5, los mismo para el caso de EhSub 2 por separado y estando presentes ambas
proteinas, en presencia y ausencia de 50 ng de la sonda de la regi6n consenso de
reconocimiento de U2 snRNA al BP (CAAGUGUAGUA). Esto se corrié en un gel de
poliacrilamida al 17% a 90V por 2 horas, posteriormente se procedio a secarlo a 80°C por 45
minutos y puesto después en una placa fluorografica para ser visualizadas al dia siguiente en
el STORM. El ensayo anterior también se realiz6 adicionando 1mM de tRNA para quitar
uniones inespecificas y en presencia y ausencia de 20 mM de KClI con la finalidad de eliminar
uniones inespecificas por carga.

Para determinar si las proteinas podrian ayudar a sustituir al QA2-SF1 del BP, se adicion6
40 ng de esta proteina, ademas de 150 ng de las proteinas EhPrp5, EhSub 2 por separado y
estando presente ambas, en presencia o ausencia de 50 ng de la sonda de U2 snRNA. Esto se
corri6 en un gel de poliacrilamida al 17 % a 90V por 2 horas y media, posteriormente se seco
y guardo como se describi6 en el parrafo anterior.
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Andlisis estadistico de las sefiales de retardo.

El analisis estadistico se llevo a cabo con el programa Imagej 1.50i, tomando en cuenta las
sefiales de interés, posteriormente se procedio a eliminar el fondo del grafico obtenido para
quedarnos solo con los valores absolutos de las sefiales. Posteriormente se realizé una
estadistica de los datos obtenidos de las réplicas de los geles. Con estos valores se procedid
a realizar los graficos en el programa Prism 8 de GraphPad.
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RESULTADOS

Amplificacion y Clonacion de EhSub 2 y EhPrp5

Se cloné el gen de EhSub 2, con un tamafio aparente de 1.2 kb, que corresponde al tamafio
reportado en el locus EHI_151600 encontrado en la base de datos de “amoebadb.org”. Como
se puede observar en la figura 11, la insercion del cDNA en el vector pET-28a fue
satisfactoria.

Por otra parte, la extraccion del gen sintético de EhPrp5, a partir del vector de transicion
pUC57 (Fig. 12a), se obtuvo con el peso esperado de 2.1 kpb correspondiente al locus
EHI_013960 en la base de datos “amoebadb.org”. Ademas, su clonacion en el vector pET-
28a fue exitosa, como se observa en la figura 12b.

MWM pET-28 Sub 2 H6-Sub 2

53 kpb P " - t—

12kph pp === .

Figura 11. Clonacion del Sub2. Se observa en el cuarto carril (His(6)-Sub2) la presencia del gen de EhSub 2 y el vector
pET28a después de una doble digestion con las enzimas de restriccion Notl y Xhol.

Prp5/ Prp5/ : b Pros/
a MWM TP
) puCs7  pucsy Dig-Prps ) MWM  Prps pEszSa H6-Prp5
— — 5~3kpb b —. ——
= -——

= = —— ——
2.7kpb ﬁ e
Zdkph 2.1kpb P

Figura 12. Extraccion y clonacion de EhPrp5 del gen sintético de pUC57. A) El gen fue extraido del vector de transicion
pUC57 con las ezimas de restriccion Bam HI'y HindlIl (Dig. Prp5); b) Clonacién del gen Prp5 dentro del vector pET28a.
El inserto de EhPrp5 fue liberado con las enzimas de digetion Bam HI'y HindlI1 (carril 1) y ligado al vector pET28a (carril
2). La clona His (6)-Prp5 se digiri6 con las enzimas Bam HI y HindlII (carril 3)
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Induccion y purificacién de las proteinas recombinantes EhSub 2, EhPrp5
y QA2-SF1.

Induccidn y purificacion de EhSub 2

La concentracién de IPTG a la cual se encontré mejor resultado para inducir la proteina
recombinante EhSub 2 fue 1mM incubada durante 24 h a 37°C (Fig13a). La proteina aislada
tiene un peso molecular de 52.45 kDa. Durante la purificacion por afinidad, se observé que
a una concentracion de 50 mM de imidazol se desprendi6 de las columnas de Ni (Fig 13b).
Ademas, se observé contaminacion por otras proteinas después de esta purificacion (Fig.
13c), por ello se realiz6 una purificacion por exclusion molecular, observando la elucion de
la proteina a partir de la fraccion B6 a la C1, correspondiente a un volumen de 14-16 mL de
TEV (Fig. 13d), con esto se logrd obtener a la proteina totalmente pura (Fig. 13e).
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Figura 13.Induccion y purificacién de la proteina recombinante de EhSub 2. a) condiciones de induccién a distintas
concentraciones de IPTG, observandose induccion a partir de 0.5 mM de IPTG (carril 7 y 8) b) cromatograma de la
purificacion de la proteina de EhSub 2 por columnas de Ni observandose la elucion de la proteina a partir de la fraccion
B3y culminando esté en la fraccion C1 , c) gel de electroforesis de las fracciones colectadas, se observa la presencia de la
proteina en las fracciones B4 y B5 (Carrill3 y 14). d) Cromatograma de la exclusién molecular, las fracciones con
presencia de la proteina fueron B6-C1 (inicio del pico mas grande). e) Gel de electroforesis de las fracciones colectadas
de la exclusion molecular, observando la presencia de la proteina en las fracciones B6-B8 (Carril 6-8).
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Induccidn y purificacion de Prp5

La concentracion idonea de IPTG para la induccion de la proteina fue del rango de 0.8-1 mM,
incubada a 37 °C durante 4 hrs (Fig. 14a), presentando su peso molecular de 97.4 kDa. La
purificacion se llevd acabé como se describe en materiales y métodos, observando el
desprendimiento de la proteina de las columnas de Ni a una concentracion de 25mM de
imidazol (Fig. 14b), las fracciones colectadas presentaban contaminacion con otras proteinas
(Fig. 14c) por lo cual se realiz6 un paso més de purificacion por exclusion molecular,
observando la elucién de la proteina a partir de la fraccion C1 hasta la C5, correspondiendo
esto a un volumen de 12 mL de buffer TEV (Fig. 14d), con esto se logro observar una clara
eliminacion de las proteinas contaminantes y obteniendo la proteina pura (Fig. 14e).
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Figura 14. Induccidn y purificacién de la proteina recombinante de EhPrp5. a) condiciones de induccién a distintas
concentraciones de IPTG, observandose induccion a partir de 0.5 mM de IPTG (carril 8-13), b) cromatograma de la
purificacion de la proteina de EhPrp5 por columnas de Ni observandose la elucion de la proteina a partir de la fraccion
A3y culminando esta en la fraccion B2 , c) gel de electroforesis de las fracciones colectadas, se observa la presencia de la
proteina en las fracciones A3-B2 (Carril 5-9). d) Cromatograma de la exclusion molecular, las fracciones con presencia
de la proteina fueron C2-C5 (inicio del pico mas grande). e) Gel de electroforesis de las fracciones colectadas de la
exclusion molecular, observando la presencia de la proteina en las fracciones C2 a C5 (Carril 6-9).
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Induccidn y purificacion de QA2-SF1

La condicién de induccién adecuada se dio a una concentracion de 1mM de IPTG, incubado
a 37 °C durante 24 hrs (Fig.16a), esta se vio con un peso molecular de 45.2 kDa, pero presentd
una migracion anémala debido a su punto isoeléctrico &cido (5.4). La purificacion de la
proteina se dio como se menciona en materiales y métodos, observando la proteina totalmente
pura con las mismas condiciones anteriormente mencionadas (Fig. 16b).
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Figura 15. Induccion y purificacion de la proteina recombinante de EhQA2-SF1. a) condiciones de induccién a distintas
concentraciones de IPTG, observandose la induccion a partir de una concentracion de 0.5 mM de IPTG (Carril 7y 8), b)
Purificacion de la proteina de QA2-SF1 por columnas de GST, observando la presencia de ella en el segundo y tercer
lavado (Carril 8y 9).

Caracterizacion parcial de la funcion de las proteinas EhPrp5 y EhSub 2.

Interacciéon de QA2-SF1 con la sonda marcada.

La interaccion del QA2-SF1 con la sonda del BP de E. histolytica se observé a partir de una
concentracion de 4 ng incrementando esta conforme va aumentando la concentracion de
proteina, por otra parte, para la sonda de levadura fue necesario 5 ng de la proteina, pero fue
aumentado conforme la concentracion de la proteina iba creciendo (Fig 16).
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Figura 16. Interaccion del QA2-SF1 con la sonda de Levadura (C+) y E. histolytica (P+). En presencia de concentraciones
pequefias de la proteina se observa un retardo en comparacion con la sonda sola (Carril 2, 1y 5,6 respectivamente), pero
esta interaccion aumenta mientras mas concentracion de proteina sea adicionada (carril 3,4y 7,8).

Interaccion de EhSub 2 y EhPrp5 con la sonda del BP de levadura.

La interaccién de ambas proteinas es evidente en presencia de la sonda de U2 snRNA pero
curiosamente EhSub 2 presenta mejor afinidad con la sonda y U2 snRNA a concentraciones
elevadas de la proteina (50, 150, 300, 500 ng) (Fig. 18a y 18b), caso contrario con EhPrp5
que a bajas concentraciones de proteina (50, 150 y 300 ng) la interaccion es estable pero al
aumentar esta concentracion a 500 ng, la interaccion se ve disminuida. (Fig. 17ay 18b). Para
descartar que estas interacciones no fueran realizadas por uniones inespecificas debido a
cargas, se realiz6 un ensayo en presencia de KCI, ademas de un ensayo donde se observara
la interaccion de ambas proteinas juntas con la sonda. En este ensayo ambas proteinas en
presencia de la sonda y U2 snRNA presentan mejor afinidad que estando las proteinas por
separado. Esto concuerda parcialmente con lo descrito por Willhoeft y cols. (1999), y por
Schmid y Linder (1992), quienes observaron que las helicasas pueden interactuar como
monomeros u homodimeros. Ademas, se evidencio que la interaccion de las proteinas con la
sonda y U2 snRNA es especifica ya que se observo que se mantiene aun en presencia de KCI.
Estos resultados se observan claramente en el grafico de la figura 19b, donde el valor de las
interacciones de las proteinas, el U2 snRNA y la sonda (carril K,50-K,300+) son mayores
comparado con los observados estando la sonda sola (carril K,C+).
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Figura 17. Interaccion de EhPrp5 con la sonda del BP de Levadura. a) Se observa que al adicionar 50 ng de proteina esta
es capaz de interaccionar con la sonda, migrando la sefial del fondo a la parte superior, esto solo sucede en presencia de
U2 snRNA (Carril 3-6) y en ausencia de esta es ausente la interaccion (carril 7), b) Representacion estadistica de la
interaccion mostrada en el gel, se observa que la mayor interaccion de la proteina se da a 50 y 300 ng de proteina estando
presente el U2 snRNA. n=3, SD=0.21
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Figura 1815. Interaccion de EhSub 2 con la sonda del BP de Levadura. a) Se observa que al adicionar 50 ng de proteina
esta es capaz de interaccionar con la sonda, migrando la sefial del fondo a la parte superior, esto solo sucede en presencia
de U2 snRNA (Carril 3-6) y en ausencia de esta es ausente la interaccion (carril 7), b) Representacion estadistica de la
interaccion mostrada en el gel, se observa que la mayor interaccion de la proteina se da a 150 y 500 ng de proteina estando
presente el U2 snRNA. n=3, SD=0.35
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Figura 19. Interaccion de EhSub 2 y EhPrp5 con la sonda del BP de Levadura sin y con KCI (carril 1-10 y 11-20
respectivamente). a) Se observa que al estar presentes ambas proteinas la interaccion con el BP es mas fuerte (carril 3-5y
13-15) que estando por separado (6-7 y 16-17), pero esta interaccion es casi nula sin la presencia del U2 snRNA (8-10 y
18-20). Cabe resaltar que la presencia del KCI muestra una diferencia de interacciones inespecificas por carga (carril 11-
20) pero sorprendentemente se observa un aumento de la interaccion de la sonda con el U2 snRNA (carril 12). b)
Representacion estadistica de la interaccion mostrada en el gel, se observa mayor interaccién estando ambas proteinas
presentes (50+, 150+, 300+) en comparacién con las proteinas solas (Prp5+, Sub 2+), pero al estar presente el KCI se
observa que la interaccién de la sonda con el U2 snRNA aumenta, mientras que al estar presentes ambas proteinas o solas,
la interaccion es muy parecida (carril K,50+ a K,Sub2-). n=3, SD= 0.96.

Por otra parte, para identificar la participacion de EhPrp5 y de EhSub 2 en la transicion del
complejo E al complejo A, se realizd un ensayo donde estuviera presente SF1, asi sabriamos
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si estas proteinas pueden ayudar a sustituir a SF1 del BP e hibridar el ShARNA U2 en esta
zona. Sorprendentemente la presencia de U2 snRNA es necesaria para que el QA2-SF1 pueda
interaccionar con la sonda, pero al estar presentes tanto EhPrp5 como EhSub 2 se genera un
segundo complejo por debajo del ya generado por el QA2-SF1, disminuyendo este complejo
al estar presente cada una de las proteinas por separado (Fig. 20). Notablemente, no se genera
un Unico complejo, pero este segundo complejo tiene una formacion parcial, dando a entender

que hace falta algun otro factor para que sea completa esta formacion del complejo.

Sonda
U2
QA2-SF1
Sub 2
Prp5

+

- e

+

- +

o od Gl

AAA

Figure 20. Interaccion de EhSub 2 y EhPrp5 con la sonda del BP de Levadura en presencia de QA2-SF1. Se observa que
al estar presentes las proteinas se genera un segundo complejo (carril 5-7) que no esta presente en la generada solo por
QA2-SF1 (carril 3), pero al estar presentes ambas proteinas el segundo complejo se genera con menos intensidad (carril

7.
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DISCUSION

Inicialmente aislamos las proteinas recombinantes necesarias para nuestro trabajo. Aparte de
las helicasas EhSub 2 y EhPrp5, purificamos el dominio KH-QUAZ2 del factor amebiano SF1
(aqui denominado QA2-SF1).

De acuerdo con lo reportado en el laboratorio por Ricardo Martinez, el dominio QA2-SF1
mostré una migracion andmala debido a su punto isoeléctrico acido (5.07). Esto tuvo
concordancia con esos datos, nosotros, al inducir y purificar dicha proteina observamos la
misma migracion anémala.

Por otra parte, la induccion de la proteina EhPrp5 solo se present6 a las 4 horas, pero al
aumentar el tiempo de induccion esta era nula. Esto nos indicé que esta proteina puede tener
un efecto citotdxico para la cepa de E. coli BL21.

Posteriormente usamos las proteinas recombinantes en experimentos de retardo en movilidad
electroforética. En dichos ensayos la interaccién cualquiera de las proteinas EhPrp5 o EhSub
2 con la sonda del BP de E. histolytica generd bandas pocas definidas dificultando la
interpretacion de dichos experimentos. Esto pudo ser debido a alguna estructura secundaria
de la molécula del BP que se genere espontaneamente (nétense las tres bandas de las sondas
en los Anexos). Interesantemente algunas de las bandas que nosotros atribuimos a formas de
estructura secundarias fueron efectivamente movilizadas durante los ensayos de EMSA,
aunque no generaron un retardo tipico. Estos resultados evidencian que las proteinas pueden
interactuar con la sonda, pero con distinta afinidad.

Liang y Cheng (2015) demostraron que la helicasa Prp5 puede interaccionar con el U2
snRNA al mismo tiempo que puede reconocer el branchpoint-interacting stem—loop.
Nuestros hallazgos aparentemente contradicen lo demostrado previamente dado que la
presencia de U2 snRNA disminuyd la interaccion de EhPrp5 con el BP. Se requieren
experimentos adicionales (cinéticas, por ejemplo) para dilucidar si esa disminucion en
realidad refleja que EhPrp5 esta interactuando simultdneamente con el BP y el U2 snRNA.

Ije igual forma, EhSub 2 puede interaccionar mejor con el BP en ausencia de U2 snRNA. Se
sabe que Sub 2 tiene afinidad por U2AF84 al mismo tiempo que el U2 snRNA se incorpora
al spliceosoma (Fleckner y cols, 1997). Nuestros datos mostraron que EhSub2 junto con
EhPrp5 tuvieron mas afinidad con el BP en presencia del U2 snRNA. Podemos especular que
ocurrié un cambio conformacional en la estructura de U2AF84 colocando cerca a ambas
proteinas EhPrp5 y EhSub 2 dentro del branchpoint-interacting stem—loop para una posible
interaccion entre estas y poder remplazar a SF1 del BP y finalmente unir a U2 snRNA.
También cabe la posibilidad de que ambas helicasas estan interactuando entre ellas dado que
Gorbalenya y cols. (1989) observaron que proteinas de la familia. DEAD box pueden
reconocer a otras helicasas que estan interactuando con una secuencia de RNA.
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Se reprodujo la interaccion del QA2-SF1 con la secuencia del BP, previamente demostrada
por Ricardo Martinez en su trabajo de maestria. Observamos ademas que la presencia de
ambas helicasas EhPrp5 y EhSub 2 junto con el U2 snRNA de E. histolytica, resultaron en la
la generacion parcial de un segundo complejo por debajo del complejo QA2-SF1/BP.
Curiosamente la presencia independiente de EhPrp5 o EhSub 2 con la sonda de BP y de U2
snRNA el segundo complejo disminuy6 de intensidad. Esto puede evidenciar la necesidad de
proteinas o cofactores adicionales para que la sustitucion de SF1 por el SnRNA U2 en el BP
sea total y no parcial. Nosotros creemos que la pieza faltante para la sustitucion de SF1
pudiera ser U2AF84 (y no solo el dominio KH-QUAZ2 de la misma). ]Esto sobre la base de
los estudios realizados por Fleckner y col. (1997) quienes mostraron que Sub 2 interactda
con U2AF65 y esto permite la union del BP con el U2 snRNA.

Por lo mencionado anteriormente, se sugiere que para llevarse a cabo la transicion del
complejo E al complejo A de splicing es necesario que después de la union de SF1 a la
secuencia del BP y de U2AF84 al tractor de pirimidinas, Sub 2 reconozca el RRM1 de
U2AF84 generando un cambio conformacional en la proteina cuyo dominio KH-QA2 deja
de interactuar con SF1. Posteriormente, Prp5 reconoce la secuencia del BP para unirse a ella
y a su vez interactuar con el U2 snRNA. Ya realizadas estas interacciones, se sugiere que
EhPrp5 y EhSub 2 pueden interaccionar entre ellas y con su actividad de helicasas poder
sustituir a EnSF1 del BP y generar el doble hibrido RNA-RNA entre la secuencia del BP y
el U2 snRNA (Fig. 21).

Figura 21. Modelo hipotético propuesto de la interaccion de las proteinas participantes (Sf1, U2AF84, EhPrp5, EhSub 2)
en la transicion del complejo E al A de splicing. a) SF1 interacta con la secuencia del BP y U2AF84 con el tracto de
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pirimidinas, sobresaliendo que el dominio KH-QA2 interacciona con SF1 [4]. b) Sub 2 interacciona con el RRM1 de
U2AF84 generando un cambio conformacional en el cual el domino KH-QA2 de U2AF84 deja de interaccionar con
SF1[99]. c) Prp5 interacciona en el branchpoint-interacting stem—loop y a su vez con el U2 snRNA [107]. d) El cambio
conformacional que se da en el presplicisoma permitiria una posible interaccién de Prp5 y Sub 2 la cual generaria la
eliminacion de SF1 del BP y una posterior union del U2 snRNA con el BP, permitiendo de esta forma la transicion del
complejo E al A de splicing.
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CONCLUSION

Se purificd las proteinas recombinantes EhPrp5, EhSub 2 y QA2-SF1 cuyo peso molecular
en el gel coincide con los propuestos y la cantidad de proteina purificada, fue suficiente para
poder realizar los ensayos propuestos.

Ademas, mostramos la funcion parcial de las helicasas EhPrp5 y EhSub 2 recombinantes
para reconocer al BP, y se puso de manifiesto que entre ellas podrian reconocerse para
interaccionar mejor con el BP y el U2 snRNA.

La formacion de un segundo complejo al estar presentes QA2-SF1 con el BP, ademas de
EhPrp5 y EhSub 2 junto con U2 snRNA, nos indic6 que la funcién de estas proteinas podria
estar en el apoyo de sustituir al QA2-SF1 del BP para formar el hibrido entre el BP y U2
snRNA. Sin embargo, creemos que es necesaria otra pieza (proteina o cofactor) para que, con
la ayuda de las helicasas EhPrp5 y EhSub 2, se pueda realizar la sustitucion total del dominio
KH-QUAZ2 de SF1 del BP y pueda unirse el U2 snRNA en esta zona.
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PERSPECTIVAS

Realizar ensayos de competencia estando presente las helicasas juntas o por
separado, QA2- SF1, la sonda del BP, la secuencia consenso de U2 snRNA, pero
teniendo presente a U2AF84 de longitud completa. Esto con la finalidad de
observar la posible sustitucion completa de QA2-SF1 del BP y la union del U2
snRNA en esta zona, pero con apoyo de las helicasas.

Demostrar la interaccion de EhSub 2 con U2AF84, como se observé en los
estudios de Flecknery col. en 1997.

Identificar la posible interaccion entre las helicasas EhPrp5 y EhSub 2.
Demostrar cuél de las helicasas realiza la hibridacion del BP con el U2 snRNA,
esto a pesar de que Prp5 interacciona con el U2 snRNA.
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Anexos

Secuencias de oligos utilizados
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Ensayos realizados con la sonda del BP de E. histolytica.

Con. Proteina (ng) 50 S0 S50 50 S50 S0
Sonda + o+ o+ + + + + +
2 + o+ o+ o+

Prps + + + +

Sub 2 + + o+ +

-*
LR e AT

Figura 22. Interaccion de las proteinas recombinantes EhPrp5 y EhSub 2 con la sonda de E. histolytica.

Conc. Proteina (ng) 50 105 300 300 300 300 300 300 50 150 300 300 300 300 300 300
Sonda + 4+ + 4+ + 4+ 4+ 4+ + + + + + + 4+ o+ 4+ + o+ o+
U2 + + + + + + + + + + o+

Sub 2 + o+ o+ + o+ + + o+ o+ + o+ +
Prps + + + o+ + + + + + o+ +  +
KCl + + + + 4+ + 4+ + + o+

Figura 23. Interaccion de EhSub 2 y EhPrp5 con la sonda del BP de E. histolytica sin y con KCI (carril 1-10 y 11-20
respectivamente).
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