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RESUMEN

Los intrones de Entamoeba histolytica (E. histolytica) no poseen una secuencia de
ramificacion (BP) conservada, por ello SF1 (Splicing Factor 1) y los factores
auxiliares de U2 (U2AF65 y U2AF35) son fundamentales para su reconocimiento
asi como del tracto de pirimidinas y el sitio de splicing 3’. La inmunoprecipitacion
de complejos tempranos de splicing entrecruzados con UV (CLIP) acoplados a
espectrometria de masas identificaron 32 factores de splicing amebianos,
incluyendo U2AF84 (el posible ortdlogo de U2AF65), SF1 y U2AF33 (posible
ortélogo de U2AF35). Previa e inesperadamente se observéd que el silenciamiento
de U2AF84 incrementa el splicing de algunos transcritos amebianos, sugiriendo
que esta implicado en la retencion intronica (IR) mediada por inhibicion del
splicing. A diferencia de U2AF65 y Mud2 en levadura, U2AF84 contiene una
region extra de 226 a.a. dentro de los cuales 136 a.a. son muy similares al dominio
KH-QUAZ2 de los SF1 reportados. Esto nos hizo preguntarnos si el dominio KH-
QUA2 de U2AF84 (KQ2-84) y el dominio KH-QUA2 de SF1 (KQ2-SF1) compiten
por la union al BP o interaccionan entre ellos y si esto conlleva a un incremento en
el splicing o una inhibicibn del mismo. Para explorar estas interrogantes,
sobreexpresamos el cDNA de U2AF84 y U2AF84AC (deletadas del dominio KH-
QUAZ2) en trofozoitos amebianos lo que resulté en una acumulacién o disminucion
del pre-mRNA de algunos transcritos, respectivamente, indicando que este
dominio es el responsable de la inhibicion del splicing en E. histolytica. Para
explorar como se lleva a cabo esta inhibicion realizamos ensayos de retardo, cross
linking con UV, con formaldehido, o con ambos y ensayos de CLIP. En solucién,
KQ2-84 bloguea la union de KQ2-SF1 al BP mediante una interaccion
independiente de RNA. Las interacciones entre KQ2-84 y KQ2-SF1 se
comprobaron por medio de far-wb y ademas KQ2-84 estabiliza las interacciones
previamente formadas entre el KQ2-SF1 y el BP bloqueando parcialmente el
intercambio de SF1 por el U2 snRNA en el BP. En conclusion, nuestros datos
sugieren que el dominio 84-KQ2 no es funcionalmente equivalente al de SF1, sin
embargo las interacciones entre ellos inhiben parcial del splicing que resultan en la
IR.



ABSTRACT

The introns of E. histolytica possess conserved 5' (GUUUGU) and 3' (UAG) splice
sites, but the branch point sequences (BS) lack such conservation. Therefore the
polypyrimidine tract, SF1 (Splicing Factor 1) and the U2 snRNP auxiliary factors
are essential for 3’ splice site recognition. Recently, the snRNP protein U1A was
tag-cloned and used in UV cross-linking immunoprecipitation (CLIP) assays
coupled to tandem mass spectrometry analyses identified 32 amoeba splicing-
specific factors including U2AF84 (a possible ortholog of the human U2AF65),
SF1, and U2AF33 (possible ortholog of U2AF35). We previously showed that
silencing of U2AF84 increased the splicing variants of some amoeba transcripts,
suggesting that it is involved in intron retention via splicing inhibition. Unlike
U2AF65 and Mud2, U2AF84 contains 226 extra amino acids of which 136 are very
similar to the KH-QUA2 domain of the human SF1. We asked whether the KH-
QUA2 domain of U2AF84 (KQ2-84) and the KH-QUA2 domain of SF1 (KQ2-SF1)
compete for BP binding, or interact with each other enhancing or inhibiting splicing.
To explore these possibilities, in vivo splicing assays were carried out with the wild
type and U2AF84AC (without KH-QUA2 domain) amoeba transformants and found
that the pre-mRNA of some transcripts accumulated or decreased, respectively,
indicating that the KQ2-84 domain causes IR. To shed some light in the
mechanism involved, EMSA, UV/FH-CL and CLIP assays carried out with
recombinant KQ2-84 and KQ2-SF1. These experiments suggested that, in
solution, KQ2-84 prevents binding of KQ2-SF1 to the BP, through an RNA-
independent interaction, and is able to enhance KQ2-SF1 binding to the BP; KQ2-
84-KQ2-SF1 protein-protein interactions were confirmed by far-wb. Furthermore,
KQ2-84 stabilizes the preformed interactions between KQ2-SF1 and the BP
blocking SF1 to U2 snRNA interchange. We conclude that 84-KQ2 is not
equivalent functionally to KQ2-SF1, however this domain is responsible for the

splicing Inhibitory function that leads to intron retention.
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1. INTRODUCCION
1.1 Mecanismo de splicing: ensamblaje del spliceosoma

Durante el proceso de expresion génica, un paso muy importante es la remocion
de las secuencias no codificantes (intrones) y la unidon de las secuencias
codificantes (exones); este proceso es conocido como splicing. La maquinaria de
splicing no solo reconoce y remueve los intrones de los pre-mRNA para hacer el
mensaje correcto que sera posteriormente traducido a proteina, sino que también
puede generar isoformas las cuales pueden ser funcionalmente diversas. A este
ultimo mecanismo de regulacion se le conoce como splicing alternativo (Brett et
al., 2001; Ast, 2004). La reaccion de splicing se lleva a cabo por el spliceosoma,
una particula ribonucleoproteica altamente dinamica de 60 S (Staley & Guthrie,
1998). El spliceosoma consiste de cinco complejos de ribonucleoproteinas
pequefias nucleares U1, U2, U4, U5 y U6 y centenares de otras proteinas. El
spliceosoma lleva a cabo su funcibn a través de una gran cantidad de
interacciones RNA-RNA, RNA-proteinas y proteina-proteina, esto con la finalidad

de escindir cada intrén y unir los exones en el orden correcto.

El splicing se lleva a cabo a través de dos reacciones de transesterificacion de tipo
SN2 (sustitucion nucleofilica dos). Estas reacciones quimicas involucran grupos
funcionales de 3 regiones reactivas en el pre-mRNA: durante la primera reaccion
el hidroxilo en la posicién 2" de la secuencia BP ataca nucleofilicamente al fosfato
5" del dinucledétido GU en el sitio donador de splicing 6 5'ss y esto da lugar a la
formacion de un intrén lariat. El rearreglo del RNA por la maquinaria de splicing
permite el segundo ataque nucleofilico, el cual es ahora dirigido por el hidroxilo 3’
disponible en el primer exén (o exén 5’), el cual ataca al fosfato del nucleétido G
del sitio aceptor de splicing o sitio 3"ss (Fig. 1) (Gordon et al., 2000; Lewin, 2002;
Turner et al., 2004).

11
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Fig 1. Ensamblaje del spliceosoma. Los hidroxilos responsables de las dos reacciones de trans
esterificaciébn se muestran en el panel A. En el panel B podemos apreciar la dinamica del
spliceosoma durante la remocién de los intrones. Se muestran algunas helicasas requeridas en el
ensamblaje del spliceiosoma asi como la correccién del splicing. Los pasos que requieren ATP son
indicados en el dibujo. Adaptada de Markus et al., 2009.

Un requisito esencial para un splicing eficiente son las secuencias en cis por lo
gue el pre-mRNA debe contar con un sitio donador conservado, un BP seguido por
un tracto rico en pirimidinas y un sitio aceptor también conservado (Fig. 2 panel
superior). Uno de los primeros pasos en el ensamblaje del spliceosoma sobre el
RNA es la formacién del complejo E el cual involucra el reconocimiento del sitio
donador por Ul snRNP (ribonucleoproteina nuclear Ul), y la asociacion de
factores no snRNP tales como proteinas SR, U2AF35, U2AF65 (del inglés U2
SnRNP Auxiliary Factor), y sobre todo la union de SF1 al BP. En seguida el U2
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snNRNP se aparea con el BP lo cual involucra un rearreglo del spliceosoma y la
disociacion de SF1 del BP, lo que da lugar a la formacion del complejo A (Fig. 2
panel inferior). La subsecuente asociacion del tri-snRNP U4/U6.U5 con el pre-
MRNA resulta en la formacién del complejo B, y finalmente se forma el complejo C
remodelando las interacciones RNA-RNA y RNA-proteinas para dar lugar al
spliceosoma cataliticamente competente (Fig. 1B) (Hastings et al., 2001; Lewin,
2004).

§'splice site point tract 3'splice site

Exon  |GURAGU=—————YNYURAY Y10-12 YAG_ __ Exon |
Yeast Exon |GUAAGU———UACUAAC AG___ Exon |

Exon GURAGU

Exon GURAGU

Fig 2. Transicion del complejo E-A. En el panel superior se sefialan algunos elementos
esenciales para el inicio del splicing para metazoos y levaduras. El panel inferior refiere a la
transicion del complejo E-A donde se aprecia la salida de SF1 al entrar U2 a través del
apareamiento de bases entre U2 y el pre-mRNA. Tomada de Markus et al., 2009.

1.2 El splicing alternativo

El splicing alternativo se refiere a la inclusion o exclusion diferencial de exones en
el mMRNA de modo que un solo gen puede resultar en multiples proteinas
(Rothrock et al., 2005). Entonces el inesperado nimero de genes en humanos
(~26 000) que no concuerda con el numero de proteinas (~90 000) ha llevado en
los ultimos aflos a proponer que el splicing alternativo es un mecanismo que
genera diversidad de proteinas a partir de los genes con los que se cuente. Hay 5
formas principales de splicing alternativos (Fig. 3): exdn skipping que abarca el

38% de todos los eventos, sitios donador y aceptor alternativos que abarcan 8% y
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18%, respectivamente; IR que comprende menos del 3% y finalmente un 33%
para eventos mas complejos de splicing alternativo (Ast, 2004 y Hastings et al.,
2001).
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Fig 3. Tipos de splicing alternativo. En rojo se muestran los exones constitutivos y en verde los
exones alternativos, el porcentaje que abarca cada uno de estos eventos es mostrado arriba de
cada uno. Tomada de Ast, 2004.



1.3 Entamoeba histolytica

En el presente trabajo se utilizo como modelo de estudio a E. histolytica el cual es
un parasito eucariotico causante de gran morbilidad y mortalidad a nivel mundial.
Se estiman unos 50 millones de casos de amebiasis invasiva al afio con un
estimado de 40,000 a 110,000 muertes cada afio (Petri et al.,, 2000). Las
enfermedades mas comunes de la infeccion por E. histolytica es la disenteria, pero
también ocasiona abscesos hepaticos, pulmonares y en cerebro (Carol A et al.,
2001). De acuerdo a la CDC el ciclo biologico de la ameba comienza con la
ingesta de la forma infectiva (quiste) a través de alimentos o agua contaminada.
Dentro del huésped ocurre el desenquistamiento que libera a 8 trofozoitos (forma
activamente movil). Posteriormente sigue la multiplicacion de los mismos y el
enquistamiento de algunos otros que son excretados en heces (Fig. 4). Una vez
dentro del huésped pueden llegar al higado a través del torrente sanguineo y esto
podria resultar en un absceso hepético. Para causar la enfermedad, Entamoeba
histolytica cuenta con un arsenal de factores de virulencia y patogenicidad como
son las proteasas, proteinas de movilidad, receptores de unién a células del

huésped, entre otras.

HAPEN - MEALTH RN PREPLES

http:/Awvew.dpd.cdc.govidpdx

=27 A A
Ingestion de quistes
maduros

A = Forma infectante T
A\ = Forma diagnéstica SR /
.\: v

Eliminacion en r;é;:es A A
= Colonizacién no invasiva
|} = Enfermedad intestinal
= Enfermedad extraintestinal
Fig 4. Ciclo bioldgico de E. histolytica. Se muestra cada una de las etapas de la infeccion y las
formas infectantes y méviles del parasito. Ademas de cada una de las patologias que ocasiona

cuando se localiza en algun érgano particular.
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1.4 Splicing en E. histolytica

La gran mayoria de los eucariotas de ramificacién temprana tienen pocos o ningun
intron, sin embargo alrededor de 3 mil intrones han sido identificados entre los
9938 genes reportados de E. histolytica (Loftus et al.,., 2005). Los intrones de E.
histolytica poseen 5°ss (GUUUGU) y 3'ss (UAG) conservados, pero la secuencia
BP carece de tal grado de conservacion (Wilihoeft et al., 2001). Recientemente
Valdés y colaboradores (2014) realizo la identificacion del spliceosoma de E.
histolytica mediante ensayos de inmunoprecipitacion de complejos tempranos de
splicing entrecruzados con UV (CLIP) acoplados a espectrometria de masas. De
esta menera se identificaron 32 factores de splicing amebianos, incluyendo
U2AF84, SF1, U2AF33 y las DExH/D helicasas requeridas para todos los pasos
de splicing. Estos factores se suman a otras proteinas relacionadas en splicing

identificadas previamente como la helicasa DEAD1 y Prp6 (1-3).

Muchos de los pre-mRNAs son mono intronicos y mediante analisis
bioinformaticos se ha predicho que la IR es la ruta principal de de splicing
alternativo (Davis et al., 2007; McGuire et al., 2008). Estos datos en conjunto con
la validaciéon de intrones mediante ensayos de RT-PCR (Davis et al., 2007)
sugieren que el splicing no solo participa en la expansion del proteoma amebiano,
sino que puede constituir otro nivel de regulacién de la expresién de genes. Otros
trabajos han identificado al U2, U4, U5 y U6 snRNAs amebianos (Miranda et al.,
1996; Davis et al., 2007). Ademas Morales Tovar (2015), observé que el
silenciamiento de U2AF84 incrementa el splicing de algunos transcritos

amebianos, sugiriendo que U2AF84 estd implicado en la IR.
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1.5 Las proteinas de union al sitio de ramificacion

En Saccharomyces cerevisiae la proteina de union al sitio de ramificacién (BBP) o
MSL5 es un factor de de procesamiento de pre-mRNA con caracteristicas de una
proteina tipo STAR/GSG, las cuales incluyen un sitio de union a RNA central el
cual estd compuesto por un dominio tipo KH con un motivo QUA2 adyacente. En
seguida del dominio KH-QUAZ2 tienen dos pequefios dedos de zinc del tipo CCHC
y un dominio de interaccién carboxilo terminal el cual es rico en prolinas (Fig 5).
Otros miembros de la familia STAR/GSG, ademas de los dominios mencionados,
contienen un motivo de homodimerizacion QUAL localizado hacia el extremo
amino. En levadura el dominio QUA1 es ausente y es sustituido por un sitio de
union a Mud2/U2AF65 denominado ULM. Como su nombre lo indica estas
proteinas reconocen secuencias de RNA llamadas BP las cuales son conservadas
en levadura (UACUAAC) y dicho motivo se encuentra cercano al 3" de los
intrones. Dentro de esta secuencia se encuentra la Adenosina catalitica
(subrayada) la cual dirige la primera transesterificacion durante el splicing
(Rymond, 2010). Cuando la BBP es reclutada en el sitio blanco, comienza el
reclutamiento de una serie de subunidades spliceosomales y eventos de
rearreglos que termina con la configuracion del sitio activo de la enzima para dar
lugar a las trans esterificaciones ya mencionadas (Wahl MC et al., 2009). El
homologo de MSL5 en mamiferos ZFM1/ZNF162/D11S636/SF1 fue encontrado
por primera vez mediante una busqueda de genes asociados con la neoplasia
endocrina multiple tipo 1 (Toda T et al., 1994), posteriormente fue demostrado que
funcionaba de manera similar a MSL5 en el splicing de mamiferos (Kramer A et
al., 1992; Rain JC et al.,, 1998). Tanto MSL5 y SF1 son importantes para la
viabilidad de los organismos desde levaduras, Caenorhabditis elegans hasta
ratones. Los ratones heterocigotos SF1/SF1* mostraron ser mas susceptibles a la

tumorigénesis de colon inducida por azoxymetano (Shistashige M, et al., 2007).
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Fig 5. Organizacién del dominio y estructura primaria de MSL5. Esquema de los 476 amino
acidos componentes del polipéptido MSL5. Se indican el dominio que reconoce al BP, los dedos de
Zn, el tracto rico en prolina y los sitios de interaccién con Prp40 y con Mud2 (ULM).

1.5.1 Las proteinas de unién a BP son sitio especificas parala union al RNA

El gen de MSL5 fue uno de los siete mutantes letales sintéticos identificados por el
laboratorio Rosbash. En estos ensayos se encontré que las cepas de levadura
perdian viabilidad cuando se combinaban con una mutacion no letal de mud2
(Abovich N, et al., 1997), el ortélogo de U2AF65. MSL5 es esencial en levaduras
dado que las mutantes de msl5 presentan anormalidades durante el splicing
principalmente en pre-mRNA que no tienen una secuencia consensos de BP (Rutz
B, et al., 2000; Wang Q, et al., 2008). Los extractos depletados de MSL5 fallan
durante el ensamblaje del complejo CC2 (complejo E en mamiferos), esta es la
primera interaccién estable entre proteinas y el BP del pre-mRNA y el snRNP
unido al 5"ss (Abovich N, et al., 1997; Seraphin B, et al., 1989). MSL5 y SF1 se
unen directa y especificamente al motivo BP del intréon (Berglund JA, et al., 1998;
Garrey SM, et al., 2006). De igual manera tambien los estudios Systematic
evolution of ligands by exponential enrichment (SELEX) encontraron como mejor
candidato prevalente natural de levaduras a la secuencia UACUAAC como blanco
de MSL5 (Garrey SM, et al., 2006). Ademas la estructura secundaria del RNA
puede incrementar o disminuir la eficiencia del splicing (Buratti E, et al., 2004) y
esto va en concordancia con que un orquilla proximal al BP, aunque no sea una
caracteristica de los intrones de levadura, puede influir en la seleccion de algunos
pre-mRNAs a través de la asociacion estabilizada por MSL5. De manera general
el sitio de union a RNA de SF1/MSL5 presenta una topologia BaafBaa lo cual es
tipico de un dominio KH tipo 1 (Keller et al., 1984). Las mutaciones en algunos de

los aa presentes en este dominio reducen la union del SF1/MSL5 al BP. Por
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ejemplo, mutaciones en los dedos de zinc solo incrementan ligeramente la unién
de SF1/MSL5 al BP. SF1 se une al RNA con una fuerza de 200 veces menor y con
menor especificidad que MSL5, pero mediante mutaciones puntuales en R240K y
K241R (ubicadas en la 4 hélice a del QUA2) puede aumentarse la fuerza de union
al RNA (Garrey et al.,, 2006; Garrey et al.,, 2008; Berglund et al., 1997). Otras

mutaciones de MsI5/SF1 se discutirAn mas adelante.

La inespecificidad de SF1 en humanos es comprensible puesto que en humanos
existe una variabilidad natural en los motivos BP cuyo consenso es YNCURAY
(Keller et al., 1984). La union débil de SF1 favorece la competencia alrededor de
los sitios de splicing suboptimos y favorece el splicing alternativo, proceso que es
fundamental durante la expresion génica de mamiferos (Wahl et al., 2009; Wang
et al., 2008). En contraste en levaduras solo el 5% de los genes tienen intrones y
solo de estos contienen un intrén desregulado (con secuencias no consenso). Por
lo anterior la elevada fuerza de union y especificidad de MSL5 favorece la

eficiencia en el splicing en levaduras.

1.6 Interaccion entre MSL5-MUD?2: funciones en el reconocimiento del BP

La incompatibilidad genética de ciertas mutaciones en msl5 y mud2 reflejan una
interaccion fisica y funcional entre las proteinas codificadas por estos genes
(Abovich et al., 1997; Wang et al., 2008; Fromont-Racine et al., 1997; Berglund et
al.,, 1998). Ademas de estas pruebas genéticas la interaccion fisica fue
demostrada porque ambas proteinas copurifican en extractos de levadura y el
heterodimero no necesita de un RNA para su union (Wang et al., 2008). El
extremo amino terminal de MSL5 contiene un sitio de unién para Mud2,
especificamente los a.a. 41-141 son suficientes para la asociacion estable con
Mud2 (Rain et al., 1998) pero la delecion de los a.a. 2-56 evita la recuperacion del
heterodimero (Wang et al., 2008). Un motivo tipico de reconocimiento a RNA
(RRM) llamado motivo de homologia a U2AF (UHM) en el carboxilo terminal de

Mud2 sirve como punto de contacto con MSL5 (Rain et al., 1998; Berglund et al.,
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1998). Cooperativamente U2AF65 aumenta la afinidad de MSL5 por el RNA unas

20 veces.

U2AF65 se une al tracto de polipirimidinas el cual se encuentra entre el BP vy el
3’ss de los intrones de mamiferos. Esta interaccion es mediada por dos RRM
canonicos posicionado rio arriba del UHM de U2AF65 y esto es requerido para el
reclutamiento del U2 snRNP durante el ensamblaje del spliceosoma (Zamore PD
et al., 1992; Jenkins et al., 2008; Gaur et al., 1995; Banerjee et al., 2003; Valcarcel
et al., 1996). Si comparamos las interacciones entre MSL5-MUD2, SF1-U2AF65
ambas revelan una asociacion de subunidades conservadas. Por ejemplo, similar
a MSL5 el N terminal de SF1 se une a un pocket hidrofébico entre hélices Ay B
del dominio UHM de U2AF65 (Selenko et al., 2003). El motivo de ligando a UHM
(ULM) incluye los residuos 15KKRKRSRW22. Cualquier mutacion de la serina y el
triptéfano conservados, o la fosforilacion de esta serina o la reversién de las
cargas de los a.a. basicos del motivo resultan en la inhibicion de la interaccion
entre SF1 y U2AF65 (Wang et al., 1999; Corsini et al., 2007). En mamiferos
U2AF65 se encuentra asociada con la subunidad pequefia de U2AF, U2AF35
(Kielkops et al., 2004; Zamore et al., 1989). Esta interaccion ocurre a través de un
motivo ULM de U2AF65 y UHM de U2SF35. U2AF35 puede ser entrecruzado al
3’ss y esta interaccion estabiliza la union de U2AF65 al tracto de polipirimidinas
(Wu et al., 1999; Zorio et al., 1999; Merendino et al., 1999).

El factor de splicing U2AF es central en el reconocimiento del 3'ss en eucariotas
superiores, y participa importantemente en la regulacion de la expresion génica.
Oliver A. Kent et al., en el 2003 encontraron que U2AF65 solo es capaz de unirse
al 3'ss y doblar el tracto de polipirimidinas para aproximar el 3’ss con el BP. Para
refinar el modelo de interaccion U2AF-RNA se considero la forma en que los RRM
se unen con el tracto de polipirimidinas por medio de cristalografia y rayos X:
especificamente la estructura de complejos de RNA con las proteinas Sxl y HuD
que compiten con U2AF65 por tractos de pirimidinas en el splicing de algunos

transcritos de Drosophila 'y C. elegans, respectivamente (Fig. 6A). En el modelo de
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la figura 6B se aprecia la forma de como el U2AF65 estructura el 3’ss cuando se

une a los tractos de polipirimidinas y ademas las interacciones con SF1 y U2AF35.

RRM1 S\

@

Fig 6. Estructuracién del 3'ss por la unién del factor U2AF65 al tracto de polipirimidinas. La
estructura de alta resolucién de los complejos SxI-RNA y HuD-RNA (Handa et al., 1999; Wang et
al.,, 2001). Tanto la flexion del tracto de polipirimidinas y la orientacion del C y N terminal de la
proteina con la orientacion 5°al 3" del RNA empalman con la interaccion observada de U2AF65 con
el 3’ss. B, orientacion de U2AF65 al 3'ss lo cual estructura el tracto de polipirimidinas hacia el BP,
y el 3’ss posiciona el dominio SR de U2AF65 hacia la proximidad del BP las interacciones de
U2AF65 con SF1 al BP y U2AF35 al 3’ss en un complejo multiproteico lo cual da lugar a la
formacién del complejo E.

1.7 Bases estructurales para el reconocimiento del sitio de ramificacién por

las proteinas de union a BP

El complejo KH-QUA2/BPS RNA es estabilizado por una combinacion de
interacciones hidrofébicas, puentes de hidrogeno y contactos electrostaticos (Fig.
7A). Consistente con la conservacion de la A del BP, A8 es especificamente

reconocida por el dominio KH. Con mayor precision el N6 y N1 de la A8 forman
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puentes de hidrogeno con el esqueleto amida y el oxigeno del carbonil de 1177, la
cual simula el grupo funcional tipo Watson-Crick de una uridina. Otros puentes de
hidrogeno son encontrados entre el 2° hidroxilo de la A7 y el N7 de la A8. En
combinacion estos puentes de hidrogeno unen especificamente a una A en esta
posicion. Esto es consistente puesto que la A8 es estrictamente conservada en los
BP y las mutaciones por otra base evitan el reconocimiento por parte de SF1
(Berglund et al., 1997). La A8 es rodeada por una cadena alifatica conservada
(1157, L164, 1175, 1177, V183) del dominio KH (Fig. 7B). La interaccién 1-catién
(Gallivan et al., 1999) entre la A7 y la cadena de la K184 (Fig. 7C) es consistente
con la preferencia por una purina en esta posicion de los BP tanto en mamiferos
como en S. cerevisiae. Una mutacion K184A evita la union al RNA (Berglund et al.,
1997) lo cual demuestra la importancia de esta interaccion. Los fosfatos de A7 y
A8 quedan muy préximos a la cadena del péptido 18 GPRG1¢! el cual se estructura
como un loop. Consecuentemente, las mutaciones G161D Y R160 (que contacta
con el 3" fosfato de la A8) eliminan la union al RNA (Rain et al., 1998) (Fig. 7B). El
N6 de la A7 interactia con la cadena del E149 conservado, el cual es posicionado
via unién de puente de hidrogeno con el esqueleto de la amida de 1150 (Fig. 7C).
En la estructura también se puede explicar la conservaciéon del uracilo 6 (U6) en el
BP. U6 esta localizado entre la interface de los dominios KH y QUA2 (Fig. 7D). La
base del U6 interactua con L244 y L247 en la hélice QUA2 (a4) y aproxima muy
estrechamente a la cadena principal del péptido de la hélice a1 lo cual es
consistente con la conservaciéon de la G154. El proton del imino de U6 es
posicionado para formar un puente de hidrogeno con el esqueleto de la amida de
la L155. El azducar de U6 se une con la P159 en el loop GPRG y es estabilizado
por un puente de hidrogeno entre su 2°OH y el esqueleto amida de R160 (Fig. 7D).
Los residuos en la region QUA2 (L244, L247, T253, L254, R255) interactlan con
la A2, A4 y C5. La descripcion de la estructura del complejo SF1-RNA provee
informacion valiosa que nos ayuda a entender un poco mas acerca de los

primeros pasos del ensamblaje del spliceosoma temprano (Liu et al., 2001).

De igual forma la estructura de la proteina MSL5 ya fue cristalizada, mostrando
caracteristicas de union iguales a SF1, donde el BP queda unido en un pocket
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hidrofébico abarcando principalmente el dominio KH (UAAC), el dominio QUA2
interactua con el 5°final del BP (ACU) (Fig. 8A).

hydrophobic interaction
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Fig 7. Bases estructurales del reconocimiento del RNA. (A) vista esquemaética de la interaccion
proteina-RNA. Los nucleétidos de RNA se muestran en codigo de una letra y el esqueleto de la
proteina en cédigo de 3 letras. Se muestran las interacciones hidrofébicas (en lineas punteadas
color rojo), los puentes de hidrogeno (en azul). (B) reconocimiento de la Adenosina del BP (A8) y
C9-A10-Al11. Los puentes de hidrogeno son indicados por lineas discontinuas negras. (C)
reconocimiento de la Adenosina 7 (A7) por el dominio KH. (D) reconocimiento del uracilo 6 y
citocina 5 por el loop *8GPRG!¢! cercano a la interface KH/QUAZ2, y por la hélice QUA2 (a4).

Tomada de Liu et al., 2001.
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variable loop

[Ms1l5 TKFQDKYYIPVDQYPDVNFVGLLLGPRGRTLRKLQEDSNCKIAIRGRGSVKE-GKNASDLPPGAMNF-E 212
SF1 TRVSDKVMIPQDEYPEINFVGLLIGPRGNTLKNIEKECNAKIMIRGKGSVKE-GKVGRKDGQMLPGE-D

JOKI VQLQEKLYVPVKEYPDFNFVGRILGPRGLTAKQLEAETGCKIMV DKKKEEQNRGKPNWEHLN
IGldl ISITEKIYVPKNEYPDYNFVGRILGPRGMTAKQLEQDTGCKIMVRGKGSMRDKSKESAHRGKANWEHLE
—>———— — ——> C— =0
p3 a3 ad
— > D o
Ms15 DPLHCLIIAD===—~ SEDKIQKGIKVCONIVIKAVTSPEGONDLKRGQLRELAELNGTLREDNR 271
ISF1 EPLHALVTAN=-==——~ TMENVKKAVEQIRNILKQGIETPEDQNDLRKMOLRELARLNGTLREDDN

[OKT EDLHVLITVEDAQNRAEIKLKRAVEEVKKLLV-~~PAAEGEDSLKKMQLMELAILNGTYRDANI
IG1dl DDLHVLVQCEDTENRVHIKLQAALEQVKKLLI-~--PAPEGTDELKRKQLMELAIINGTYRPMKS

= L — —

Fig 8. Estructura de MSL5-(KQ2) en complejo con el RNA. (A) vista estereoscoOpica de la
estructura terciaria de MSL5 es mostrada en modelo de superficie, con las hojas 3 coloreadas en
magenta las hélices a aparecen en color cian y una a310 hélix es mostrada en color azul. EINy C
terminal (a.a. 148 y 268) son indicados. EI RNA se muestra en modelo de varillas. (B) una vista
estereoscopica de la superficie electrostatica del modelo del KQ2-MSL5, el cual fue generado en
Pymol, se muestra con el BP en modelo de varillas. (C) la estructura secundaria de los elementos
de la del KQ2-MSL5 de levadura (coloreada como en A) en el cual se muestra la secuencia de a.a.
de MSLS5, las hojas 3 aparecen como flechas gruesas y las hélices como cilindros. La estructura
primaria de MSL5 se alineo con su ortdlogo en humanos (SF1), QKI de humano, GLD-1 en C.
elegans los gaps aparecen como lineas discontinuas, las cajas amarillas muestras los aminoacidos
conservados que son importantes para MSL5 (tomada de Jacewicz et al., 2015).
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1.8 Reconocimiento de los BP en secuencias no conservadas

Cuando se hace una comparacién entre las secuencias primarias de los KH-QUA2
encontrados en diferentes especies (humano, C. elegans y levadura) podemos
apreciar que aunque existe una variabilidad en las secuencias de a.a, los residuos
importantes son conservados, por ejemplo el GPRG y las dos leucinas de la hélice
a4. Sin embargo estas variabilidades pueden resultar en cambios estructurales
gue ayudan a estos dominios para interactuar con BPs no conservados como en
humanos (Jacewicz et al., 2015). Un alineamiento de estructuras primarias con la
secuencia de a.a. de de los 4 KQ2 muestran gran similitud entre ellas (Fig. 8C). El
alineamiento de la estructura terciaria de MSL5, QKI, GLD1 y SF1 unidos a BP se
muestan en la Figura 9. Las caracteristicas sobresalientes de la diferencia entre
MSL5 y QKI/GLD1 reside en el “loop variable” entre las hojas B2 y B3. Las
secuencias de a.a. son virtualmente idénticas en QKI y GLD1, pero poco
conservadas en MSL5 (Fig. 8C). En tanto que el loop de MSL5 tiene un segmento
de solo 3 a.a. de estructura secundaria (a3i0 helix), el loop de QKI/GLD-1
comprende una a hélice de 7 a.a. (Figs. 8C y 9). En contraste la estructura del
componente QUA2 de SF1 no tiene una estructura ordenada (Fig. 9). Estas
diferencias estructurales pueden explicar los hallazgos reportados anteriormente
gue arguyen que el dominio QUA2 es el que dicta la alta especificidad y afinidad
por el reconocimiento del BP en MSL5 comparado con SF1 de humanos (Garrey
et al., 2008).

UACUAAC ACUAACAA CUAACAA UAUACUAACAA

Fig 9. Comparacion estructural entre distintos KQ2. La estructura terciaria de los dominios KQ2
de MSL5, QKI (pdb JVH), GLD-1 (pdb 4JVY) y SF1 (pdb 1K1G) fueron alineadas y se selecciono la
vista horizontal. EI RNA aparece en modelo de varilla. La secuencia de las bases que forman el
RNA blanco para cada caso aparece en la parte inferior de las estructuras. En color oro se muestra
las posiciones idénticas con respecto al consenso de levadura.
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2. ANTECEDENTES DIRECTOS Y JUSTIFICACION

U2AF84 y EhSF1 son dos de los 36 factores identificados en los complejos
tempranos de splicing inmunoprecipitados tras entrecruzamiento con UV. U2AF84
posee todos los elementos que conforman al U2AF65 de otras especies, pero
también contiene una region extra de 225 a.a. que es muy similar a KH-QUAZ2. En
tanto que U2AF65 favorece el splicing, U2AF84 esta involucrada en la inhibicion
del mismo que resulta en retencion intronica. Durante el ensamblaje del complejo
temprano del splicing el ambiente del 3’ss es definido por la interaccién de SF1
con el BP mediante su dominio KH-QUAZ2, interaccion estabilizada mediante la
asociacion con U2AF65 y de forma distal con la asociacion de U2AF35 que
reconoce el dinucledtido del 3’'ss. Todas estas interacciones son fundamentales
para la entrada de U2, el cual disocia a SF1 al interactuar directamente con el BP
mediante un apareamiento de bases a través del U2 snRNA. Aparentemente,
U2AF84 podria estar realizando las mismas funciones que U2AF65, sin embargo
no queda claro cémo es que U2AF84 inhibe el splicing. Por todo esto es decidimos

estudiar cual es la dindmica molecular que resulta en dicha inhibicién.

3. HIPOTESIS

Debido a que a diferencia de U2AF65 humano y Mud2 de levadura y de otro
posible ortélogo de U2AF65 (EhU2AF45), el factor U2AF84 contiene un dominio
de 136 a.a. muy similar al dominio de unién al BP, KH-QUA2, de los SF1
reportados (incluido el EhSF1 putativo), es posible que el dominio KH-QUA2 de
U2AF84 sea funcionalmente equivalente a los presentes en SF1 y que éste
reconozca BP distintos a los reconocidos por SF1, compitan por la unién al BP o
interaccionen entre ellos y esto conlleve a un incremento o una inhibicion en el

splicing.

26



Para responder a ésta hipétesis nos planteamos los siguientes
4. OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Nos propusimos investigar si la region extra de U2AF84 es la responsable de la
inhibicién del splicing y si esto es asi, cudl es el mecanismo molecular que media
dicha inhibicion, particularmente si dicho mecanismo involucra una interaccién con

los componentes del complejo de splicing E, por ejemplo EhSF1 y el BP.
OBJETIVOS PARTICULARES

Para evaluar la funcion del dominio KQ2-84 durante el splicing, realizamos
ensayos de splicing in vivo en E. histolityca transfectantes de U2AF84 y una
version deletada del KQ2-84.

Para poder determinar el mecanismo molecular por el cual U2AF84 participa en la
inhibicion del splicing se obtuvieron proteinas recombinantes rKH-QUA2 de
U2AF84, EnSF1 y msl5.

La capacidad de uniéon de los KH-QUA2 a BP se realizo mediante EMSA de

sondas BPs con secuencias de Rab13 y el consensus de levadura.

Para evaluar el papel de los KQ2-84 y KQ2-SF1 se realizaron ensayos de
complementacién entre los dos KH-QUA2 mencionados, usando las dos

secuencias BP.

Para determinar si existe una interaccion entre KQ2-84 y KQ2-SF1 se realizaron
ensayos de CL-PD usando etiquetas diferentes para cada proteina, con esta
misma finalidad se disefiaron ensayos de far-wb los cuales dan una mayor certeza

de los resultados con solo versiones recombinantes.
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Debido a que las proteinas U2AF84 y SF1 estan involucradas en la formacién del
complejo E, nosotros evaluamos la inhibicién de transicion de complejo E-A por

U2AF84 usando las secuencias las secuencias de BP de RabX13 y levadura.

5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Para poder cumplir con los objetivos planteados, primero realizamos la evaluacion
del efecto en el splicing por parte de la region KH-QUA2 de U2AF84 por medio de
ensayos de splicing in vivo. En breve, se realizaron ensayos de RT-PCR utilizando
RNA total de amebas transfectadas con pldsmidos que codifican la proteina de
fusién HA-U2AF84 y una version deletada del dominio KH-QUA2 de U2AF84 (HA-
U2AF84AC). Una vez probada la participacion del dominio KH-QUA2 de U2AF84
en la inhibicion del splicing y para probar como se lleva éste a cabo, se procedio a
realizar EMSA y crosslinking con UV para evaluar las caracteristicas de las
interacciones de los KH-QUA2 con BP de RabX13 y el consenso para levadura.
En seguida procedimos a los ensayos de complementacion y crosslinking con
formaldehido para determinar la dinamica de los KH-QUA2 de EhSF1 y U2AF84.
Los ensayos de pulldown y far-wb nos sirvieron para determinar la interaccion
entre las rKH-QUAZ2 y su dependencia a secuencias de RNA. Por dltimo, durante
la transicion del complejo E-A del splicing el U2 snRNA hibrida con la secuencia
del BP con la concomitante disociacién de SF1, quedando presente U2AF65 unido
al tracto de polipirimidinas. Nosotros simulamos la transicién del splicing in vitro,
usando la sonda U2 snRNA como competidor en un experimento de mezclas y lo

evaluamos contra los las secuencias BP de RabX13 y el consenso de levadura.
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ESQUEMA DE LA ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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6. MATERIALES Y METODOS
Extraccién de RNA

Se extrajo RNA total utilizando el reactivo TRIzol (Invitrogen, No. de catélogo
15596-018), las muestras se agitaron y se centrifugaron a 12000 xg durante 10
minutos a 4°C, la fase acuosa fue transferida a un tubo nuevo y se agregaron 200
uL de cloroformo, se agitd nuevamente durante 15 segundos y se incubd a
temperatura ambiente durante 3 minutos entonces las muestras fueron
centrifugadas a 12000 xg durante 15 minutos a 4°C, se elimin6 el sobrenadante y
el precipitado fue resuspendido en 225 pL de buffer de extraccion SDS 1X [SDS
0.5%, EDTA 1 mM (pH 8), Tris-HCI 20 mM (pH 7.5)], luego se agreg6 acetato de
sodio pH 5.3 a una concentracion final de 0.3 M, dos volumenes de fenol-
cloroformo-isoamilico (25:24:1) y se mezclé en vortex durante un minuto. La
muestra fue centrifugada a 12000 xg durante 3 minutos a 4°C y se recupero la
fase acuosa, a esta se le agregd nuevamente acetato de sodio a una
concentracion final de 0.3 M, 2.5 volimenes de etanol absoluto, se mezcl6. El
RNA se dejo precipitando a -70°C durante 16 horas. Posteriormente se centrifugo
a 12000 xg durante 15 minutos a 4°C, se elimino el sobrenadante y el precipitado
se lavé con 300 pL de etanol 70% y nuevamente se centrifugé a 7500 xg durante
15 minutos a 4°C. El precipitado se dejo secar a temperatura ambiente y se re
suspendi6é en 75 pL de agua miliQ estéril. Para una disolucién completa del RNA,
las muestras se incubaron a 55°C durante 5 minutos. La integridad del RNAfue
verificada en un gel de agarosa 2% y se cuantificO espectrofotométricamente.
Posteriormente las muestras de RNA se trataron con DNasa | (Sigma-Aldrich No.
De catdlogo 4716728001), incubando durante 20 minutos a 25 °C, luego las
muestras se llevaron a un volumen final de 200 yL con agua miliQ estéril y se
agrego un volumen de fenol-cloroformo-isoamilico (25:24:1). Las muestras fueron
agitadas en vortex durante 30 segundos y se centrifugaron a 13000 rpm durante 3
minutos, posteriormente se recuper6 la fase acuosa y a esta se le agregd un
volumen de cloroformo-isoamilico (25:1), se repitié la agitacion en vortex y la

centrifugacion. Se recuperé la fase acuosa y se agregdé a cada muestra 1 pL de
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glicogeno (5 mg/mL) y un volumen de isopropanol frio. El RNA se precipito a -70°C
durante 16 horas. Posteriormente las muestras se centrifugaron a 13000 rpm
durante 15 minutos a 4°C se eliminé el sobrenadante y el precipitado se lavé con
300 pL de Etanol 70 %, se centrifugd nuevamente bajo las mismas condiciones. El
precipitado se dej6 secar a temperatura ambiente hasta que se evaporo el etanol
después las muestras se re suspendieron en 50 pL de agua miliQ y se

cuantificaron espectrofotométricamente.
RT-PCR

Las reacciones de retro transcripcion se llevaron a cabo utilizando la enzima M-
MLV (Invitrogen, No. de catalogo 28025-021) y siguiendo el protocolo descrito por
el proveedor. Como molde se utilizaron 1.5 uyg de RNA total. El RNA se mezclé
con 1 pL de hexédmeros, 1uyL dNTP’s 10 mM y H20mq estéril llegando a un
volumen final de 13 pL. Las reacciones se incubaron a 65°C, durante 5 min y se
colocaron en hielo por 2 min mas. En seguida, se agregaron 4uL del 5X First
Strand Buffer (Invitrogen, No. de catalogo 28025-021) y 2uL de DTT 0.1 M, la
mezcla se agitdé suavemente y se incub6 a 37°C por 2 min. Posteriormente, se
agregaron 200 unidades (1pL) de la enzima M-MLV, la mezcla se agitd
suavemente, y se incubd una vez mas a 37°C durante 1 hora. Finalmente, las
muestras se incubaron durante 10 min a 70°C, y el cDNA obtenido se uso6
inmediatamente o fue almacenado a -20°C hasta su uso. Las reacciones de PCR
se llevaron a cabo de la siguiente manera: Se utilizé como molde el 10% de la
reaccion respectiva de RT, MgClz de acuerdo a la Tabla 1 del anexo 3, 1X del
buffer de PCR 10X (Invitrogen, No. de catalogo 11615-010), 0.2 uM de los
oligonucledtidos sentido y antisentido, 1.25 unidades de la Taqg DNA Polimerasa
(Invitrogen, No. de catdlogo 11615-010) y H2Omq estéril a un volumen final de 25
puL. Como control de carga se realizé bajo las mismas condiciones la RT-PCR para
la RNA Polimerasa Il. Como control negativo, en cada uno de los experimentos se
realizaron reacciones de PCR utilizando como molde al RNA sin reaccion previa
de RT.
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Construccion de los plasmidos de sobreexpresion

Se realiz6 la amplificacion por PCR del fragmento que codifica para los primeros
486 nt de U2AF84, usando como molde la construcciéon HA-U2AF84 donada por el
Dr. Jesus Valdés. Los oligos incluyen los sitios de corte para la enzima Smal
(sentido), un coddn de paro seguido por un sitio de corte para Xhol (antisentido).
El vector de expresion y los amplicones se cortaron usando las enzimas de
restriccion Smal y Xhol (NEB No. de catalogo #R0141L y #R0146L), luego se
realizo la ligacion usando una relacidon vector: inserto 1:3 en 4 yL de Buffer de
Ligacién 5x y una unidad de Ligasa T4 (Invitrogen No. de catalogo 15224-017) en
un volumen final de 20 L, la reaccion se dej6 incubando toda la noche a 16 °C.
La ligaciébn se empled para transformar bacterias competentes Escherichia. coli
cepa TOP10. La seleccion de las clonas fue realizada en medio Luria-Bertani con
ampicilina (100 pg/mL). Las clonas seleccionadas se sembraron en tubos con 3
mL de medio Luria-Bertani con ampicilina (100 pg/mL) y se incubaron en agitacion
toda la noche a 37 °C. Se extrajo el DNA plasmidico por miniprep acorde a la
técnica descrita por Del Sal et al (1998), los plasmidos obtenidos fueron
restringidos con las enzimas de restriccibon Smal y Xhol y se monitoreo la
liberacion de los fragmentos. Se seleccion6 una clona positiva de cada
construccion para extraer DNA plasmidico usando el Plasmid Midi Kit (QIAGEN
No. de catalogo 12143), una alicuota del pladsmido fue usado para la
secuenciacion y usados en las transfecciones de amebas de acuerdo al protocolo

descrito abajo y en colaboracién con la IBQ. Sandra Lorena Palacio Molina.

Transfeccion de los plasmidos de sobreexpresién en trofozoitos de E.
histolytica

La transfeccion de la cepa HM1:IMSS de E. histolyitca se realizé en una placa de
12 pozos, en donde se sembraron -~750,000 amebas por pozo en los cuales se
adicioné medio TYI-S-33 tibio y se incubaron a 37 °C en presencia de CO2 durante
30 minutos para que se adhirieran a la superficie, durante este lapso se realizaron
en esterilidad las mezclas de transfeccion, en la primera se agregaron 5 ug de los

plasmidos control (pEhEXHA vacio) y de sobreexpresion (pEhExHA-U2AF84 vy
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pEhEXHA-U2AF84AC), 10 pL de PLUS reagent (Invtrogen No. de catélogo
11668027) y se llevo a un volumen de 50 pL afladiendo el medio de transfeccion
(Opti-MEM suplementado con 1 mg/mL acido ascérbico y 5 mg/mL L-cisteina pH
6.8), en la segunda mezcla se agregaron 20 pL de Lipofectamina 2000 (Invitrogen
No. de catdlogo 11668027) y 30 yuL de medio de transfeccion, ambas mezclas se
incubaron por separado 15 minutos a temperatura ambiente, posteriormente se
colocaron en un solo tubo de reaccion y se incubaron nuevamente bajo las
mismas condiciones mencionadas anteriormente, luego se agregaron 400 uL mas
de medio de transfeccion para tener un volumen final de 500pL. Transcurridos los
tiempos de incubacion se retiré el medio TYI-S-33 y se colocé la mezcla final de
transfeccion adicionando lentamente gota a gota sobre la monocapa de amebas
de cada pozo, la placa se incub6 nuevamente ahora durante 5 horas. Finalmente,
la placa se colocé en un bafio de hielo-agua durante 15 minutos y se colecté el
medio con las amebas, las cuales se sembraron en tubos de 7 mL con medio TYI-
S-33 y se incubaron nuevamente en las mismas condiciones ahora durante 24
horas. Posteriormente se inicid la seleccion con el antibidtico G418 (Life
technologies No. de catalogo 11811098) a una concentracion de 1 pg/mL, la
concentracion fue aumentando conforme los tubos alcanzaron una confluencia de
80%, hasta llegar a una concentracion de 10 pg/mL de antibidtico en las
transfecciones estables. Una vez que se establecieron los cultivos a las
concentraciones de antibiético deseadas, se expandieron en cajas de 25 cm? y se
recolectaron las muestras después de 48 horas de incubacion para la posterior

extraccion de RNA y proteinas.
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Western blot

Las proteinas se extrajeron de acuerdo al protocolo de extraccion de proteinas
con TRIzol (Invitrogen No. de catalogo 15596-026). Para los ensayos de WB, se
emplearon 20 pg proteinas las cuales fueron separadas en un gel de
poliacrilamida SDS-PAGE al 8%, se realizo la transferencia a una membrana de
nitrocelulosa de 0.45 ym de diametro (Trans-Blot Transfer Medium, de BIORAD)
bajo las siguientes condiciones: 400 V, 350 mA, 1 hora en buffer de transferencia
(Tris-glicina). Posteriormente se verifico la transferencia de la membrana con rojo
de Ponceau. En seguida se procedi6 a la realizacion del bloqueo de la membrana
con PBS 1x-leche al 5%, durante 1 hora en agitacion suave a 25 °C. Se retir0 el
exceso de leche con PBS 1x. Inmediatamente después, la membrana fue
incubada con la preparacién del anticuerpo primario (anti-HA Covance No. de
catalogo MMS-101R dilucién 1:25000, en PBS 1x) durante 3 horas. La membrana
se lavé 3 veces durante 10 min con PBS 1x-Tween20 0.05% y se realizo la
incubacion con el anticuerpo secundario (goat anti-mouse IgG-HRP SC2768 de
Santa Cruz Biotechnology Inc. dilucion 1:10000 en PBS 1x-Tween20 0.05%)
durante 1 hora a temperatura ambiente en agitacién suave. Una vez que el
proceso anterior fue realizado se realizaron tres lavados con PBS 1x-Tween20
0.05%. La membrana se lavé con PBS 1x 3 veces durante 1 min y se procedio al
revelado. El proceso de revelado fue realizado por quimioluminiscencia usando el
kit “Western lightning Plus-ECL” (PerkinElmer, Inc. No. de catalogo
NEL103001EA). Como control de carga se empled el anticuerpo primario anti-
Histona H3 de conejo (Merckmillipore No. de catalogo #97275), a una dilucion
1:1000 y el anticuerpo secundario IgG de cabra anti-conejo (Zymax No. de
catdlogo AQ132P) a una dilucién 1:10000, empleando los mismos tiempos de

blogueo incubacion y lavado.
Purificacion de KH-QUA2 de EhSF1y U2AF84

Un fragmento de DNA de 360 nt. que codifica para el dominio KH-QUA2 de
EhSF1, uno de 384 de U2AF84 (ver alineamientos) y uno de 384 nt que
corresponde al KH-QUA2 de MSL5 de levadura fueron amplificados por PCR a
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partir de DNA gendmico con primers que introducen el sitio BamHI, y un sitio Xhol
inmediatamente después del coddén de paro. El producto de PCR fue digerido con
las enzimas BamHI y Xhol e insertado entre los sitios BamHI y Xhol del vector
Pet28a (0 pGex 6pl segun se indique). Esto genero un plasmido de expresion que
codifica los poli péptidos de los KH-QUA2 fusionados a un N-terminal de Histidinas
(6His), los plasmidos fueron utilizados para transformar la cepa Escherichia coli
topl01. Las clonas se evaluaron mediante la resistencia a antibiético y algunas
fueron seleccionadas para llevar a cabo la extraccion de plasmidos por minipreps.
Los plasmidos obtenidos fueron digeridos con BamHI y Xhol para evaluar la
liberacion del fragmento. Los plasmidos fueron secuenciados en ambos sentidos,
se verifico el marco de lectura. Los plasmidos positivos se usaron para transformar
a la cepa BL21 (DE3). Una colonia fue amplificada en un volumen de 500 mL con
25 pg/mL de kanamicina o 100 pg/mL de ampicilina (segun el vector) en medio TB
broth. Cuando se alcanzo una D.O de 0.7 a 600 nm fueron agregados 0.5 mM de
IPTG e incubados por 4 horas a 37 °C en agitacion constante. los pasos siguiente
fueron hechos a 4°C. Las células fueron cosechadas por centrifugacion (8000
RPM durante 5 minutos), y resuspendidas en 5 mL de buffer de lisis de imidazol
(50 mM Tris-HCI, pH: 7.5, 500 mM de KCI, 15 mM de imidazol), con 2x de un
cocktail de inhibidor de proteasas (Roche). Las células fueron lisadas por
sonicacion 6X ciclos de 30 s a 75% de amplitud en hielo, y el material insoluble fue
removido por sonicacion a 12000 RPM durante 20 minutos. El sobrenadante fue
mezclado con 1 mL de NINTA-QIAGEN (perlas de agarosa acopladas con Nickel),
durante 1 hora en agitacion constante. La resina se recupero en una columna de
purificacion previamente equilibrada con buffer de lisis, se hizo un lavado con un
volumen de 10 mL de buffer de lavado (50 mM Tris-HCI, pH: 7.5, 500 mM de KCl,
20 mM de imidazol). Posteriormente se hicieron 5 eluciones con voliumenes de 1
mL de buffer de elucion (50 mM Tris-HCI, pH: 7.5, 500 mM de KCI, 300 mM de
imidazol), las muestras fueron monitoreadas en SDS-PAGE 12% vy tefiidas con
azul de Comassie. Las fracciones que contenian a las proteinas recombinantes
fueron dializadas toda la noche en un volumen de 2L de buffer de dialisis (20 mM
de Tris HCI pH: 7.5, 100 mM de KCl y glicerol al 10%) con membrana de corte de
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3.5 kDa. la proteina dializada fue cuantificada en Qiubit y almacenada a -20 °C o0 a

-70 segun el tiempo de uso.

Ensayos de cambio de la movilidad electroforética (EMSA) o de

retardamiento

La base de un EMSA es el cambio de la movilidad electroforética de un acido
nucleico cuando se une a una proteina u otra molécula. Las proteinas purificadas
fueron incubadas (segun se indica la cantidad) durante 15 min a temperatura
ambiente con buffer BB5X (50 mM de Hepes K-OH, pH 7.6; 40 mM de MgClz, 20
mM de espermidina; 0.1 mM de DTT, 0.5 mM de EDTA, 1.5 mM de ATP y 50% de
glicerol), 2.5 ug de tRNA, en un volumen final de reaccién de 20 con L. La mezcla
se puso a interactuar con el RNA marcado con y-ATP (reaccion catalizada por la
T4 Polynucleotide Kinase (10 U/uL) (Cat. EKO031, thermo scientific). La mezcla
fue incubada 15 min a 4 °C (a menos que se indique otro tiempo) y en seguida los
complejos fueron separados en un gel de acrilamida nativo al 10% (200 V, 40 min,
a 4 °C). El gel fue secado al Vacio y luego se rebelé la marca en una placa
autorradio gréafica. En los ensayos de mezcla, se siguié el mismo protocolo,
excepto que se agrego la cantidad de proteina indicada durante la primera
incubacion. Para el caso de la competencia con el U2 snRNA, la sonda fria fue
agregada a la relaciébn molar indicada, durante 1 hora a 4 °C previo a la adicién de
las proteinas, tal como se describe en los resultados.

Ensayo de cross-linking con UV y formaldehido

Una vez concluido el tiempo de formacion de complejos (descrito en EMSA), la
reaccion fue irradiada con luz UV durante 20 minutos a una longitud de onda de
254 nm en cama de hielo, y entonces tratada con buffer de carga de proteinas al
2X y hervida durante 5 minutos. Las muestras fueron separadas en SDS-PAGE
12% e inmediatamente fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa para
después revelar la radioactividad en una pelicula autorradiografica. La membrana
fue recuperada y rehidratada para realizar la técnica de WB con el anti cuerpo que

se indica en cada resultado. Para el cross-linking con formaldehido, los complejos
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fueron tratados con formaldehido al 2% durante 15 minutos, y entonces la reacciéon
se detuvo con glicina 0.25M en PBS. La reaccion fue desnaturalizada con buffer

de carga 2X y hervida durante 5 min.
Ensayos de pull down

Después de la formacion de los complejos (y la irradiacion con UV segun se
indique), se adicionaron 20 pL de perlas de GSH, y se llevo la reaccion a un
volumen de 60 pL con Buffer de union, la reaccion se incubo en agitacion durante
2 horas a 4°C y entonces las perlas fueron colectadas por centrifugacién a 1000
rcf durante 5 minutos y entonces lavadas 3 veces con PBS 1X. El precipitado fue
tratado con buffer de carga de proteinas 2X y hervido durante 5 minutos y asi
cargado a en un gel SDS-PAGE al 12% para su analisis. La radiactividad fue

revelada y después la membrana fue rehidratada y usada para ensayo de WB.
Ensayo de far-wb

20 pg de extractos proteicos de las transfectantes de E. histolytica fueron
separados en un gel de poliacrilamida SDS-PAGE al 12%, transferidas en a una
membrana de nitrocelulosa y se verifico la transferencia mediante rojo de Ponceau
(5 min con Rojo de Ponceau al 1%). La membrana fue bloqueada (PBS-Tween20
al 0.02% con leche al 5%) durante 1 hora a temperatura ambiente en agitacion
constante. La membrana fue incubada durante toda la noche a 4°C en agitacion
constante, con la proteina recombinante indicada a una concentracion de 10 nM
en el mismo buffer de bloqueo. Después de la interaccién entre las proteinas, se
realizaron 3 lavados con PBS y se procedio a realizar el ensayo de WB como se
describio arriba con el anticuerpo correspondiente a la etiqueta.
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7. RESULTADOS
Anélisis bioinformético de U2AF84 y EhSF1

Por medio de analisis bioinforméticos se analizaron los dominios que conforman a
U2AF84 (Fig. 10A). Igual que U2AF65 y U2AF45 amebiana, el extremo amino de
U2AF84 de 712 a.a. contiene una region rica en serinas y argininas (SR), seguido
de 3 motivos de reconocimiento a RNA (RRM). A diferencia de U2AF65, U2AF84
contiene una region extra de 241 a.a., de los cuales 137 a.a. guardan cercana
homologia con el dominio KH-QUA2 presente en las proteinas Quaking de

diferentes especies, incluyendo SF1 humanay la EhSF1 putativa (Fig. 10B).
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Fig 10. U2AF84 contiene un dominio KH-QUAZ2. A) Se utiliz6 el programa pfam para predecir los
dominios de U2AF65, U2AF45, EhSF1 y U2AF84. Se indican el nimero de amino&cidos y la
region de cada dominio: motivo de reconocimiento a RNA (RRM), region serinas-argininas (SR),
sitios de fosforilacion region rica en Prolinas (P), KH-QUA2 (dominios KH-QUA2). B) Alineamiento
de 9 dominios KH-QUA2 usados como referencia para identificar el KH-QUA2 de U2AF84.
CAEEL_GLD1: Female germline-specifi tumor supresor gld1l de C. elegans; Sce_msl|5 (levadura),
HUM (humano), EHI (Entamoeba histolytica, los codigos gl pertenecen a proteinas putativas de
humano.
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El dominio carboxilo extra de U2AF84 es el responsable de la inhibicion de

splicing in vivo

Ya que U2AF84 es una proteina similar a U2AF65, Morales-Tovar (2015) silencio
U2AF84 en E. histolytica cepa G3 y encontré que a mayor concentracion de
agente selectivo, es decir a mayor numero de copias del plasmido silenciador, la
concentracion del mRNA incremento y el pre-mRNA disminuy0, lo que sugiere que
U2AF84 es un inhibidor de splicing. Para confirmar que U2AF84 inhibe el splicing
sobre expresé U2AF84 etiquetada con hemaglutinina (HA-U2AF84) en E.
histolytica cepa HM1-IMSS. En concordancia con datos de Morales Tovar, los
ensayos de splicing in vivo para los transcritos RabX13, Cdc2, ClcB1 y Sam50
mostraron una acumulacion del pre-mRNA en las transfectantes de HA-U2AF84

(84) respecto a las transfectantes con el vector vacio (V).
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Fig 11. La region KH-QUA2 de U2AF84 inhibe el splicing en E. histolytica. A) Esquema de las
proteinas de fusion U2AF84 y U2AF84AC (sin etiqueta HA) expresadas en trofozoitos. B) Ensayos
de RT-PCR para los transcritos RabX13, Cdc2, ClcB1 y Sam50 fueron realizados para el vector
vacio (V), U2AF84 (84) y U2AF84AC (84AC). A la derecha aparecen los simbolos para el mRNA 'y
pre-mRNA,; el transcrito de la RNA pol |l fue utilizado como control de carga. C) La expresion de
las proteinas expresadas en las transfectantes se monitorizé en western blots revelados con anti-
HA. Anitcuerpo anti-Histonas fue utilizado como control de carga. Se indican los pesos
moleculares en kDa.
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Debido a que el extremo carboxilo terminal de U2AF84 presenta una region extra
respecto a U2AF65 nosotros decidimos analizar si esta region esta involucrada en
la inhibicion del splicing. Para tal fin, se realizo la construccion y transfeccion de
U2AF84AC (1-471 a.a.). Los ensayos de splicing in vivo mostraron una
acumulacion de mRNA en las transfectantes con la delecion y una disminucion del
pre-mRNA respecto a las transfectantes con U2AF84 silvestre y con el vector
vacio (Fig. 11B). Por medio de ensayos de western blot se verifico la expresion de
las proteinas respectivas en extractos protéicos totales de las distintas
transfectantes utilizando anticuerpos anti-HA (Fig. 11C). Estos datos sugieren que

el dominio extra de U2AF84 inhibe el splicing en forma de retencién intronica.

Interaccién de los dominios KQ2-SF1 y KQ2-84 con los BP de RabX13 y

Levadura

Como se mostro anteriormente, el dominio KH-QUA2 de U2AF84 (KQ2-84) es el
responsable de la inhibicién de splicing. Ademas, el dominio UHM en el extremo
carboxilo terminal de U2AF65 interactia con el dominio ULM del extremo amino
de SF1 y el dominio KH-QUA2 de SF1 (KQ2-SF1) interactia con el BP lo que
resulta en la formacion del complejo E de splicing, paso esencial para que el
splicing sea llevado a cabo (Raymon et al.,, 2010). Por tal motivo decidimos
estudiar in vitro el mecanismo molecular por el cual este dominio puede conllevar
a la inhibicién en el splicing ya sea por una competencia por el sitio de union al BP
entre KQ2-84 y KQ2-SF1 o por alguna interaccion proteina-proteina o proteina-
RNA-proteina entre los dominios KQ2-84 y KQ2-SF1. Particularmente analizamos
la naturaleza de las posibles interacciones entre los los respectivos dominios KH-
QUA2 mediante ensayos de cambio de la movilidad electroforética (EMSA) y
entrecruzamiento con UV y formaldehido, utilizando distintas sondas de RNA
correspondientes a BP, silvestres y mutantes, tanto de E. histolytica como de

levadura, usado como control positivo. Para este fin nosotros obtuvimos proteinas
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recombinantes de los dominios KH-QUA2 de EhSF1 (KQ2-SF1), U2AF84 y de
MSL5 (KQ2-MSL5) de levadura, utilizado como control positivo en los EMSAS. Las

proteinas fueron purificadas por afinidad (Fig. 12, panel inferior).
U2AF84 MSL5 SF1

Fig 12. Purificacion de los
dominios KH-QUA2. EIl proceso
de induccion de las proteinas fue
monitoreado en un SDS-PAGE al
12% vy tedidas con azul de
Comassie, se muestran los KQ2-
84, KQ2-MSL5, KQ-SF1 panel
superior. En el panel inferior se
muestra una alicuota de las
proteinas purificadas. MW
(marcador de peso), C- control
negativo (vector vacio), ET
(extracto total), FT (flujo a través
de la columna), L (lavado), E
(eluciones). Las flechas indican la
altura a la cual se encuentra la
proteina sobreexpresada.

MWETFT L E1 E2 MWETFT L E1 MWETFT LE1 E2

L
=

[
|

,' -

R 00

I
I

e
.

|

La unién de los dominios KQ2 analizados con el BP fue llevado a cabo con
cantidades crecientes de los dominios KH-QUA2 y con 80 fmolas de RNA de la
secuencia del BP de RabX13 32 P-AACUUUUAUUU (P+) o con la secuencia
consenso del BP de levadura 3?P-UAUACUAACAA (C+). Como se aprecia en la
figura 13A, el KQ2-SF1 y KQ2-MSL5 se unen a la sonda C+ a una concentracion
de 5y 10 microgramos respectivamente, en tanto que no se aprecia la formacién
evidente de un complejo de KQ2-84 incluso a 50 microgramos. Para el caso de la
sonda P+ la union de los KQ2-SF1 y KQ2-MSL5 es evidente a 50 microgramos y
en el caso de KQ2-84 no apreciamos la formacion del complejo incluso a 200
microgramos (panel inferior). En trabajos anteriores ya ha sido reportado que la
interaccion de los dominios KH-QUAZ2 es secuencia especifica con los BP, por ello
evaluamos la especificidad de union de estos dominios y utilizando sondas
mutantes C- y P- a las cuales les fueron sustituidos algunos nucledtidos
importantes (indicados en rojo) como la adenosina responsable de primer ataque
nucleofilico durante el splicing. Es evidente que con las sondas C- mutantes la
formacion de los complejos es ineficiente. Para el caso de P- el dominio KQ2-SF1

es mas especifico respecto al control positivo KQ2-MSL5. Nuevamente en KQ2-
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84 no encontramos efecto alguno (Fig. 13B), por tal motivo nos preguntamos si la
union de KQ2-84 presenta una cinética de unidon que dependa del tiempo y para
ello realizamos la interaccion sonda-proteina desde 4 min hasta 16 min. De
manera interesante el KQ2-84 pareciera retardar las sondas en mayor proporcion
a los 4 min respecto a los 16 min. En el caso de los KQ2-84 y KQ2-MSL5 no existe

una diferencia entre los 3 tiempos analizados (Fig. 13).
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Fig 13. Los dominios KH-QUAZ2 interaccionan con los BP de levadura y Rabx13. A) EMSA de
cinética de concentraciones (en pg) de las proteinas recombinantes KQ2-84, KQ2-SF1 y KQ2-
MSL5. En cada caso se indica la secuencia del BP utilizado. B) La especificidad del
reconocimiento de los KH-QUAZ2 por su BP se probé utilizando BP mutantes (sustituciones de nt.
sefialadas en rojo). C) Cinética de tiempo (min) realizada con 5 y 50 pg de KQ2-SF1 y KQ2-84,
respectivamente, para C+, y 50 ug de cada proteina para P+. D) Entrecruzamiento con UV,
utilizando 50 pg de KQ2-84 a pH diferentes con ambos BP monitoreado en gel SDS-PAGE 10%.
Los EMSAs fueron analizados en geles nativos al 10 %.
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De acuerdo al analisis bioinformatico y a los modelos solicitados en |-TASSER la
region analizada de KQ2-84 si presenta un pocket de unién para el BP, pero su
punto isoeléctrico se estimé en 4.02 (prot-param). Consistente con los datos
obtenidos hasta ahora, los ensayos de union se realizaron a pH 7.6, por los que se
espera que esta proteina tenga carga negativa imposibilitAndola para unirse al
RNA. Para investigar la influencia del pH en la union KQ2-84-BP, tanto la dialisis
de la proteina purificada como la union de la misma al BP se realizaron en
amortiguadores a pH 4.0 y tal unién se evidencié por entrecruzamiento con UV.
Bajo estas condiciones se puso de manifiesto una interaccion entre el KQ2-84 y
los BP aunque es mas evidente en el caso de C+ (Fig. 13D). En conclusion las
proteinas analizadas efectivamente son dominios KH-QUA2 con capacidad de

unioén a secuencias BP.
Formacion de un super complejo entre KQ2-SF1-KQ2-84y BP

Para investigar si en condiciones fisioldgicas existe una competencia por la union
al BP, existe una interaccion entre KQ2-SF1 y KQ2-84 o si se favorece la unién de
alguna de ellas al BP realizamos ensayos de mezcla utlizando cantidades
crecientes de una proteina y manteniendo constante la otra y viceversa utilizando
ambas sondas por separado. En presencia de P+ al incrementar la concentracion
de KQ2-84 a 0.1 y .5 veces la concentracion inicial de KQ2-SF1 se observl una
potenciacion en la sefial del complejo (carril 3 y 4 panel izquierdo); cuando KQ2-84
se mantuvo constante observamos que a medida que KQ2-SF1 se incrementd 1y
10 veces respecto KQ2-84 se observd un super complejo (carril 5y 6 panel
derecho). Para el caso de C+ cuando KQ2-SF1 se mantiene constante, se aprecia
un potenciamiento en la sefial en la sefal del complejo una mezcla de 1:1 (carril 5
panel izquierdo); Cuando KQ2-84 se mantuvo constante observamos que a
medida que KQ2-SF1 se increment6 0.1, .5, 1 y 10 respecto a KQ2-84 se observo
un super complejo aun mas evidente. De manera interesante en algunos casos
(carril 5 y 6 de P+ panel izquierdo, carril 4 de C+ panel izquierdo) existe una
disminucién en la intensidad del complejo lo cual sugiere un papel inhibitorio de

KQ2-84 en estas condiciones (Fig. 14). Para averiguar si en efecto KQ2-84 puede
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tener un papel como inhibidor de la formacion del complejo KQ-SF1-BP
realizamos un ensayo de entrecruzamiento con UV utilizando mezclas de los
distintos dominios KH-QUA2: el KQ2-SF1 y el KQ2-84. Observamos que En efecto
KQ2-84 puede inhibir la interaccion de KQ2-SF1 al BP tal como se muestra en el
carril 3 'y 6 de la figura 14 (panel inferior), panel izquierdo (P+) y panel derecho
(C+). En conclusiéon el dominio KQ2-84 puede formar un super complejo con el
KQ2-SF1 y el BP, pero a demas puede funcionar como un inhibidor de la

formacion del complejo KQ2-SF1-BP.
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Fig 14. KQ2-84 forma un super complejo con KQ2-SF1 y BP. En el panel superior se muestra
el experimento de mezclas de las proteinas KQ2-84 y KQ2-SF1, donde la concentracion inicial fue
5 pg para KQ2-SF1 y 50 pg para KQ2-84. Carril 1 sonda libre; carril 2 concentracion inicial de la
proteina constante (rectangulo), carriles 3, 4, 5y 6 cantidades de 0.1, 0.5, 1, 10 veces de proteina
creciente (triangulo) respecto a la proteina constante. En el panel inferior se muestra en ensayo de
CL-UV con la(s) proteina(s) indicada(s) y utilizando las sondas P+ y C+; ademas se indica la
temperatura a la cual fueron calentados los complejos después de 15 minutos de interaccion.
Hacia la izquierda de cada panel se indica el peso molecular en kDa; His, etiqueta de 6 Histidinas
que se usoé para la inmunodeteccion (a-HIS). Para mayor claridad se indican los RNA marcados
(*), KQ2-84 (triangulo verde), KQ2-SF1 (6valo morado) y KQ2-SF1 entrecruzado con el BP (*
dentro del 6valo morado).
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El super complejo es formado mediante una interaccion entre KQ2-SF1 y
KQ2-U2AF84

En la introduccion se describidé que existe una interaccion entre U2AF65 (UHM) y
el ULM de Hum_SF1, lo cual estabiliza y estructura al 3'ss; esto sugiere que la
interaccion entre las proteinas juega un papel importante durante la formacion del
complejo temprano de splicing. En el resultado anterior mostramos la formacién de
de un super complejo entonces ahora nos preguntamos si este super complejo es
resultado de una interaccidn proteina-proteina, proteina-RNA-proteina, proteina-
proteina-RNA o una combinacion de las 3. Primero se procedi6 a realizar ensayos
bioguimicos mediante entrecruzamiento con UV (para la formacién de enlaces
covalentes entre RNA-proteina) y formaldehido (enlaces covalentes proteina-
proteina). Como se muestra en el carril 3 de la figura 15A cuando solo se irradia
con UV podemos apreciar la formacion del super complejo el cual desaparece
cuando se agrega el formaldehido primero y después se procede a la irradiacion
con UV (carril 2 panel A y B) indicando que en solucion el dominio KQ2-84
bloguea la interaccion del KQ2-SF1 con el BP; en contraste cuando se cambia el
orden del entrecruzamiento (carril 6 de panel A y B) se encontré la formacion del
super complejo en todos los casos, lo cual sugiere que el KQ2-84 interacciona con
el complejo KQ2-SF1-BP. Cuando solo se trato con UV también podemos apreciar
al super complejo (carril 7 de panel A y B), puesto que el calentamiento en todos
los casos fue a 65 °C podemos decir que la interaccion entre las proteinas
presenta una alta estabilidad o que existe una interaccién entre proteina-RNA-
proteina. Segun los WB (panel inferior de 6A y 6B), cuando se utilizo formaldehido
se encontré un doblete a la altura del super complejo lo cual sugiere que existe
una interaccion proteina-proteina aun en ausencia de RNA tal como lo muestra el
carril 8 de ambos WB. Siguiendo esta idea se realizo un analisis mas detallado
(panel C) en el cual podemos resumir que cuando se agrega el KQ2-SF1 y BP
seguido de irradiacibn con UV y luego se adiciona el KQ2-84 y entonces
formaldehido (carriles 1, 2 y 3 de C+ y P+), la sefial de la radiacion indica la
existencia del super complejo y en el WB se aprecia nuevamente el doblete que
corresponderia a las dos proteinas juntas (~53 kDa) aun con calentamiento a 95
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°C. En seguida cuando se hace el mismo tratamiento pero colocando primero
KQ2-84 (carriles 5, 6 y 7 de C+ y P+), podemos apreciar que la intensidad de la
sefal del super complejo disminuye (segun la sefial del BP radioactivo) pero la
interaccion entre las proteinas se mantiene segun el WB (panel inferior), en los
carriles 4 y 8 de cada sonda en los cuales no se utilizo formaldehido nuevamente
se disminuye la sefial del doblete. En conclusion tal como lo muestra el modelo de
la figura 15D; existe una interaccion entre los KQ2-84 y KQ2-SF1, el KQ2-84 inte-
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Fig 15. El KQ2-84 interacciona con KQ2-SF1y con KQ2-SF1-BP. Los ensayos de CL con UV y
FH fueron realizados con una concentraciéon de 50 pug de ambas proteinas, con la sondas C+ (A) y
P+ (B) marcadas y complementados en el orden que se indica (+); los complejos se disociaron a
65°C 0 a 95°C segun se indica. C) Igual que en Ay B excepto que se agrego una proteina a la vez
antes del entrecruzamiento; panel izquierdo P+, panel derecho C+. Los WB de los paneles
inferiores en A, B y C fueron realizados con anti-Histidinas. (D) Resumen grafico de los hallazgos
en estos experimentos. Nomenclatura como en la Figura 14.
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racciona con el complejo KQ2-SF1-BP vy si se fija la interacciéon entre los KQ2-84 y
KQ-SF1 la union KQ2-SF1 y BP es bloqueada.

La interaccion entre KQ2-84 y KQ2-SF1 es independiente de RNA.

Las evidencias anteriores muestran una interaccion entre los dominios KQ2-84 y
KQ2-SF1 la cual sucede aun en ausencia de RNA. De igual forma en reportes
anteriores se ha descrito que las proteinas U2AF65 y SF1 pueden formar un
heterodimero en ausencia de RNA. Para corroborar que esto es independiente de
RNA se procedi6 a realizar ensayos de Cross Linking Pull Down (CLPD). Para lo
cual se realizo la construccion de GST-KQ2-SF1 (GST-SF1) una vez purificada
esta proteina se utilizo en un EMSA para comprobar su eficiencia y funcionalidad.
En la figura 16A se muestra que la proteina interacciona con C+ desde los 2 pg de
proteina siendo mas evidente el complejo a concentraciones de 5, 10 y 20 pg. tal
como se aprecia la etiqgueta GST no retarda la sonda, una alicuota de la proteina
His-KQ2-SF1 fue utilizada como control positivo del ensayo. De igual manera la
formacién del super complejo fue confirmada utilizando la proteina GST-SF1 y
KQ2-84, como se muestra en la figura 16B cuando se mezclan las dos proteinas a
una relacion 1:1, se puede apreciar un super complejo para el caso de ambas

sondas (C+y P+).

Una vez calibrada la concentraciones de proteina necesarias para la formacién del
super complejo (formado por KQ2-84, GST-SF1 y el BP), procedimos a realizar los
ensayos de CLPD en presencia o ausencia de RNA, con o sin UV y con GST-SF1
o solo GST, pasado el tiempo de interaccion, se agregaron las perlas de glutation
y se recuperaron por centrifugacién. Las muestras fueron desnaturalizadas en
agua hirviendo por 10 minutos con buffer de carga de proteinas 2X,
posteriormente se analizaron en un SDS-PAGE al 12% y se realizo la
transferencia a una membrana de nitrocelulosa tal como lo muestra la figura 16C.
La sefal del BP fue recuperado por autorradiografia y se encontré en el peso

molecular de GST-SF1 cuando fue irradiado con UV carril 3 en ambos casos
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sondas P+ y C+, después de haber capturado la sefial de la radiacion, la
membrana fue rehidratada y se procedio a la tincién con rojo de Ponceau el cual
muestra la presencia de las proteinas y la eficiencia de la precipitacion con las
perlas de glutation (PR), la identidad de estas proteinas fue determinada mediante
WB anti-Histidinas (para identificar a KQ2-84) y anti-GST (para identificar a GST-
SF1) tal como se observa en la figura 16D. En efecto podemos apreciar la
interaccion de KQ2-84 con GST-SF1 (carriles 1, 2, 3 y 4) lo cual sugiere que la
interaccion de KQ2-84 y GST-SF1 ocurre independiente de la presencia de RNA 'y
de la radiacion con UV, los controles donde solo se uso la etiqgueta GST (carriles
5, 6, 7 y 8) muestran que la interaccidbn no es mediada por la etiqueta. Para
comprobar la eficiencia de los anticuerpos, una alicuota de una u otra proteina fue
cargada al gel (KQ2-84 como control de anti-Histidinas, GST-SF1 para el caso de
anti-GST). En conclusién nuestros ensayos bioquimicos y de PD sugieren que
existe una interaccion proteina-proteina entre los dominios KQ2-84 y KQ2-SF1 y

dicha interaccion es independiente de RNA.

Los ensayos realizados confirman que existe una interaccion entre KQ2-SF1 y
KQ2-84, sin embargo estos experimentos fueron realizados in vitro con versiones
recombinantes de ambas proteinas, entonces ahora nos preguntamos si nuestras
proteinas recombinantes son capaces de interactuar con las proteinas de origen
amebiano. Para lo cual se llevo a cabo el ensayo de far-wb (Fig. 17), en el cual se
usaron extractos proteicos de amebas transfectadas con vector vacio, 84 y 84AC
(mismas usadas en los ensayos de RT-PCR). La interaccion se llevo a cabo con
10 nM de GST-SF1 para la identificacion de U2AF84 y con His-KQ2-84 para
identificar a SF1. De acuerdo a lo encontrado en este experimento, en el panel
izquierdo encontr6é una proteina a la altura de ~90 kDa la cual es mas abundante
en el carril que corresponde a los extractos de las amebas transfectadas con 84
(ver los carriles V y 84), en el caso del vector vacio esta sefial es menos intensa y
en el caso de 84AC, no se aprecia sefal lo cual pudiera ser resultado de una baja
produccion de U2AF84 debido a la sobreexpresion de la version deletada. Como
es de esperar el control donde no se uso proteina recombinante (S/P), no muestra

sefal en ningun caso lo cual nos garantiza que los anticuerpos usados en estos
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ensayos, no reconocen proteinas endoégenas de la ameba, si no que realmente
nuestras recombinantes son las que interaccionan con las proteinas amebianas.
Cuando se utilizo como bandera a His-KQ2-84, ademas de la sefal esperada en

una altura de 34 kDa la cual corresponderia a SF1, se encontraron otras proteinas
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Fig 16. Interaccion proteina-proteina entre los dominios KQ2-84 y KQ2-SF1 independiente de
RNA. A) El dominio KQ2-SF1 fue etiqguetado con GST y se usO en un EMSA para calibrar la
concentracién (en pg, indicadas para cada proteina) necesaria para la formacion del complejo con
la sonda C+; la etiqueta de GST fue utilizada para demostrar la especificidad de interacciéon del
dominio KQ2-SF1. B) El super complejo fue observado utilizando 50 ug de cada proteina, y para
ambas sondas marcadas radioactivamente (indicado en cada panel). C) Estrategia experimental
para el crosslinking-pull down realizado en D) Después de la interaccion y la fijacién de la misma
(UV donde se indica), las muestras fueron hervidas en buffer de carga 2x y separadas en SDS-
PAGE al 12 %. El panel superior muestra la marca radioactiva que indica la presencia del complejo
GST-SF1-BP; el segundo panel hacia abajo muestra la tincién de la misma membrana con Rojo de
Ponceau (PR); los paneles inferiores muestran consecutivamente los WB anti-Histidinas y anti-GST,
respectivamente. Nomenclatura como en la Figura 14.
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gue pudiera ser el resultado de un mecanismo que la ameba lleva a cabo para
bloquear el exceso de U2AF84 resultado de la sobreexpresion, o pudiera ser
resultado de isoformas de cortas de SF1. En conclusion la interaccion entre los
dominios KH-QUA2 también sucede con las versiones enddgenas de amebas,
biologicamente esta interaccion implicaria una inhibicion del splicing ya que el
KQ2-84 bloquea la union de SF1 al BP y esto evita el ensamble del complejo E.

(A) (B)
GST-SF1: + + + - His-KQ2-84: + + + -
Extracto: vV 84 84AC S/P Extracto: Vv 84 84AC S/P
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Fig 17. Interaccién proteina-proteina entre los dominios KH-QUA2 de U2AF84 y SF1 en
extractos amebianos. Para el far-wb 30 microgramos de extractos amebianos de transfectantes
con vector vacio (V), HA-U2AF84 (84) y HA-U2AF84AC (84AC) fueron transferidos a nitrocelulosa
e incubados con 10 nM de las proteinas recombinantes etiquetadas GST-KQ2-SF1 (A) e His-
KQ2-84 (B). Después de la interaccion se realizo el WB con el anticuerpo correspondiente de
acuerdo a la etiqueta. Como control de carga el WB se revel6 con anti-Histonas. Como control,
extractos del vector se incubaron sin la proteina recombinante (S/P) y se revelaron con el
anticuerpo correspondiente. A la izquierda aparecen los marcadores de peso molecular (KDa).

El dominio KQ2-84 inhibe la transicién del complejo E-A

Durante el splicing el paso de la formacién del complejo E-A involucra la
disociacion de SF1 del BP, debido a una interaccion por complementariedad de
bases por parte del shRNP U2 y el BP. Debido a que el KQ2-84 estabiliza la
interaccion del KQ2-SF1 al BP, decidimos investigar si la secuencia del RNA del
snRNP U2 (U2 snRNA) disociaba el complejo formado por KQ2-SF1 y el BP en
presencia de KQ2-84. Los ensayos de competencia entres KQ2-SF1 y U2 snRNA
por el BP, muestran que en efecto el U2 snRNA es capaz de disociar el complejo
KQ2-SF1-BP a una relacion molar de 1:1, de manera interesante a una

50



concentracion mayor no observamos efecto (Fig. 18A), este resultado fue
observado para los dos BP (P+ y C+) usados en el ensayo, en resumen el U2
SnRNA si es capaz de disociar al complejo lo cual representaria el paso del
complejo E-A (panel superior Fig. 18C). De manera interesante cuando se realizo
el experimento en presencia de KQ2-84 el U2 snRNA no fue capaz de disociar el
complejo en ninguna de las dos sondas (Fig. 18B). En conjunto nuestros ensayos
in vitro sugieren que el dominio KQ2-84 estabiliza la interaccion formada entre el
KQ2-SF1y el BP, evitando asi la entrada del U2 snRNA resultando en la inhibicién
del splicing (panel inferior Fig. 18C).
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Fig 18. El dominio KQ2-84 inhibe la transicion del complejo E-A. A) EMSA realizado con 50
png de KQ2-SF1 (6valo morado) competido con 1, 10 y 100 veces de exceso molar de U2 snRNA
frio (secuencia en celeste), para cada una de las sondas marcadas (200 fmolas; secuencia en
negro). B) La inhibicién de la competencia por KQ2-84 (tridngulo verde) se realizé igual que en A)
excepto que 50 pug de KQ2-84 se afiadieron a la reaccion donde se indica. C) Resumen grafico del
resultado obtenido, donde podemos apreciar la secuencia del U2 snRNA y la dinamica de los KQ2-
84 y KQ2-SF1, a demas de la representacion del paso E-A del splicing, en la parte inferior
podemos apreciar el mecanismo inhibitorio propuesto para el KQ2-84, lo cual llevaria a retencion
intronica (IR).
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8. DISCUSION

Mediante ensayos bioquimicos de CLIP-UV se identificaron los complejos
tempranos de splicing de E. histolytica en donde se reportaron las proteinas
EhSF1 y U2AF84 (Valdes et al., 2014) mismas que fueron analizadas en el
presente trabajo. En tanto que en humanos SF1 y su homologo en levadura MSL5
se unen al BP mediante un dominio KH-QUA2 (Garrey et al., 2006, Berglund et al.,
1998), nuestro andlisis bioinformético revela que U2AF84 presenta todos los
elementos de U2AF65, pero ademas una region extra que presenta gran similitud
con los dominios KH-QUA2 de los SF1 reportados (ver Fig. 10). Sin embargo este
dominio KQ2-84 no une a la sonda BP en condiciones fisiologicas. Esto es de
esperar pues el punto isoeléctrico de esta region es 4.02 (ver en anexo 1) por
tanto a pH=7.5 al cual fue dializada y puesta a interactuar, la su carga neta es
negativa lo cual lo imposibilita para unir al BP (Fig. 13 A y B), sin embargo esta
proteina si posee un pocket en donde el RNA podria ser acoplado (anexo 2) tal
como lo muestra el ensayo de cross linking realizado a pH=4.0 donde la carga de
la proteina es positiva (Fig. 13D). Ya ha sido reportado que E. histolytica utiliza la
retencién intronica como ruta principal de splicing alternativo (McGuire et al.,
2008), sin embargo no se ha descrito el mecanismo por el cual puede darse dicho
proceso. De acuerdo a los datos obtenidos en nuestro grupo de trabajo, U2AF84
estd implicado en la retencién intronica, por ello procedimos a confirmar esto
mediante experimentos mas finos. La elucidacion a nivel genético de la funcién del
dominio KQ2-84 como inhibidor de splicing a nivel de pre-mRNA es un dato
relevante, pues a diferencia de U2AF65, U2AF84 solo contiene la regio KH-QUA2
extra y por tal motivo centramos nuestra atencion en evaluar este dominio. Segun
la figura 11, el KQ2-84 es el responsable de la inhibicién de splicing. En trabajos
anteriores se encontrg que las secuencias en cis en el 3’ss son las que regulan el
splicing alternativo en particular exon skipping e IR. Sin embargo nuestros 4
transcritos con secuencias 3’ss distintas evaluados por ensayos de splicing in vivo
presentaron IR mediada por el KH-QUA2 de U2AF84, lo cual sugiere que en E.
histolytica es este dominio el responsable de la IR. Esto es mas parecido al

mecanismo encontrado en levaduras en donde las mutaciones puntuales L169A,
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I1189A, T265A y R267A dentro de la region del KH-QUA2 de MSL5 afectan la union
al BP y por ende el splicing es inhibido (Jacewicz et al., 2015). En otras palabras,
el mecanismo de inhibicion de U2AF84 se debe a una regulacién por interacciones

entre proteinas que unen RNA y no a competencia por el sitio de union al RNA.

Durante el experimento de complementacion usando los KQ2 de 84 y SF1, con
ambos BP, encontramos la formacién de un super complejo el cual sugiere una
estabilizacion del complejo. Dicho super complejo resulté ser producto de una
interaccion entre las proteinas tal como lo revelan los ensayos bioquimicos como
el cross linking con formaldehido (Fig. 15 A-C), ensayo de pull down (Fig. 16 D) y
el far-wb (Fig. 17). Ya es conocido que MSL5/SF1 y MUD2/U2AF65 interactdan
para estabilizar al complejo E, sin embargo esto involucra a los dominios UHM y
RRM (Rain JC et al., 1998; Berglund JA et al., 1998) que no estan presentes en
las proteinas analizadas, de esta manera se trata de una interaccion novedosa
entre dos dominios KH-QUA2. Esta interaccion fue realizada en condiciones
fisiologicas donde el pH 7.5 mantiene a KQ2-SF cargado positivamente, mientras
gque KQ2-84 mantiene carga negativa, lo cual favorece aun mas la interaccion.
Nosotros sugerimos que esta interaccion es mediada por los dominios KH tal
como se demostrd con las variantes de Vg1RBP en experimentos de cross linking
con dimetil de suberimidato, en donde todas las variantes de estos dominios KH
fueron capaces de formar multimeros entre ellos (Anna Git & Nancy Standart
2002). De igual manera en el factor de splicing Nova-1 se demuestra un
alineamiento anti-paralelo de los dos KH presentes en esta proteina, mismos que
interaccionan entre si (Teplova et al., 2002). A diferencia de estos reportes,
nosotros detectamos una interaccion novedosa entre dominios KH-QUA2 de
distintas proteinas. Debido a que los dominios QUA2 confieren especificidad de
union al RNA (ref) y a que los dominios KH son capaces tanto de unirse al RNA
como de interactuar con otros dominios KH, sugerimos que la interaccion entre

KQ2-84 y KQ2-SF1 este mediada por sus respectivos dominios KH.

Un dato que llamo nuestra atencion durante los experimentos de mezcla, es que

en ciertas relaciones en masa de los KQ2-84 y KQ2-SF1 encontramos una
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disminucién del complejo (carril 5 y 6 de P+ panel izquierdo, carril 4 de C+ panel
izquierdo de la Fig.14), lo cual sugiere que el KQ2-84 funciona como inhibidor y
estabilizador del complejo KQ-SF1-BP. La capacidad de inhibicion de KQ2-84
puede ser explicada con nuestro resultado de cross linking con FH (Fig. 15 Ay B),
en el cual se muestra claramente como KQ2-84 interactia con KQ2-SF1 y lo
imposibilita para unirse al RNA. Pero si previamente se establece la union de KQ2-
SF1 con el BP, el KQ2-84 si puede interactuar con KQ2-SF1 dando estabilidad al
complejo proteina RNA. En resumen el KQ2-84 puede interactuar con KQ2-SF1
independientemente del RNA imposibilitando a SF1 para contactar con el BP, pero
ademas también puede interactuar con complejos KQ2-SF1-BP estabilizando
dicho complejo e imposibilitandolo para el recambio de SF1 por el U2 snRNA, tal
como se muestra en el experimento de inhibicion de la transicién del complejo E-A
(Fig. 18). Es claro que el U2 snRNA no puede disociar a KQ2-SF1 de los BP
mientras esté presente KQ2-84, esto podria ser resultado de la interaccion fuerte
entre los KH-QUA2, lo cual cambiaria la estructura del complejo KQ2-SF-BP
imposibilitando al U2 snRNA para disociar el complejo o quiza la formaciéon de un
canal en el cual el BP quede atrapado entre los dos KH-QUAZ2.

Por ultimo la implicacién biologica de la funcién dual de KQ2-84 es la inhibicion del
splicing tal como lo revelan todas las pruebas presentadas y lo hace mediante un
contacto proteina-proteina con el KQ2-SF1, sea antes de la interaccion de SF1
con el BP o después de la misma. En los experimentos de far-wb se encontré una
sobre expresion de SF1, en los carriles con sobreexpresion de U2AF84 respecto
al vacio pero aun mas evidente respecto al carril donde U2AF84AC es
sobreexpresada. Para este resultado nosotros proponemos que en abundancia de
U2AF84 E. histolytica produce una mayor cantidad de SF1 para compensar la
inhibicion del splicing causada por U2AF84. Ahora bien cuando se le facilita el
splicing mediante la version deletada del KH-QUA2 (practicamente una U2AF65),
la produccion de SF1 disminuye quiz& debido a que la inhibicion del splicing es
practicamente nula. De acuerdo a lo encontrado nosotros sugerimos que U2AF84
regula el splicing de un gran numero de transcritos, dando lugar a IR, lo cual

ocasiona una mayor diversidad en el transcriptoma de E. histolytica y con ello
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podriamos sugerir a U2AF84 como regulador de la virulencia. Esta sugerencia
estd sustentada en el hecho de que la extension de U2AF84 que contiene el
dominio KH-QUAZ2 sélo esta presente en las amibas virulentas del género (E.
histolytica, E. Nuttalli, E. invadens) y ausente en las avirulentas (E. dispar y E.
moshkovskii).
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9. CONCLUSION

De acuerdo a los resultados obtenidos durante los experimentos podemos decir
que el dominio KQ2-84 esta implicado en la inhibicion del splicing en forma de IR
mediante dos mecanismos: como inhibidor, mediante la interaccion en solucion
con KQ2-SF1 evitando asi la interaccion entre KQ2-SF1 y el BP, y ademas puede
funcionar como estabilizador del complejo KQ2-SF1-BP lo cual evita la entrada del
U2 snRNA dando lugar a un blogueo de la transicion del complejo E-A y

ocasionando la IR.

56



10. PERSPECTIVAS

Los ensayos de mutagénesis sitio dirigida sobre la region KH de la proteina KQ2-
84 nos darian informacion valiosa acerca de los puntos de contactos que rigen la
interaccion con SF1 y con ello poder entender mejor como se regula la formacion

el splicing en E. histolytica por parte de U2AF84.

La evaluacion de un mayor numero de transcritos para saber cuéles son regulados
por la interaccion entre U2AF84 y SF1, esto podria realizarse mediante ensayos
de CLIP para obtener el RNA y después hacer secuenciacion masiva. Y hacer una

comparacion entre distintas cepas de Entamoeba.

Por ultimo evaluar si U2AF84 esta implicado de alguna forma en la regulacién del
ciclo biolégico de E. histolytica, sobre todo poniendo énfasis en ensayos de

patogenicidad y virulencia in vivo usando modelos animales como hamster.
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11. ANEXOS

Anexo 1: parametros bioquimicos de KQ2-84

ProtParam

User-provided sequence:
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70
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CDGQNNITYB NKIEKEIQNN GTREILNVPA QONEIKECNYQ SIYLEQSGME EEVPNVVPON

Number of amino acids:

130
KIEGDITQEV KTEEEIKE

Molecular weight:

Theoretical pI:

Amino acid composition:
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16051.4

Total number of negatively charged residues (Asp + Glu): 32
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Total number of positively charged residues (Arg + Lys): 13

Atomic composition:

Carbon C 674
Hydrogen H 1090
Nitrogen N 188
Oxygen o] 254
Sulfur S 5

Formula: Ce74H1090N1880254S5
Total number of atoms: 2211

Extinction coefficients:
This protein does not contain any Trp residues. Experience shows that
this could result in more than 10% error in the computed extinction

coefficient.

Extinction coefficients are in units of M! cm™!, at 280 nm measured in
water.

Ext. coefficient 4595

Abs 0.1% (=1 g/1) 0.286, assuming all pairs of Cys residues form
cystines

Ext. coefficient 4470

Abs 0.1% (=1 g/1) 0.278, assuming all Cys residues are reduced

Estimated half-life:
The N-terminal of the sequence considered is I (Ile).
The estimated half-life is: 20 hours (mammalian reticulocytes, in vitro).
30 min (yeast, in vivo).
>10 hours (Escherichia coli, in vivo).

Instability index:

The instability index (II) is computed to be 82.00
This classifies the protein as unstable.

Aliphatic index: 69.86

Grand average of hydropathicity (GRAVY): -1.315
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Anexo 2

Modelo de superficie de los dominios KH-QUA2

KH-QUA2-84 KH-QUA2-MSL5 KH-QUA2-SF1

Anexo 2. Modelo de superficie de los dominios KH-QUA2 de las proteinas
U2AF84, MSL5 y SF1. Los puntos muestran los sitios de contactos del RNA, de
acuerdo a lo reportado (Liu et al., 2001; Jacewicz et al., 2015).
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ANEXO 3

TABLA 1. SECUENCIA DE OLIGONUCLEOTIDOS, CONDICIONES DE Mg Y Tm PARA LOS
TRANSCRITOS EVALUADOS.

Transcri  Nombre Secuencia de oligonuced6tidos MgCl2 Producto m
to (5— 3 (mM) Amplificado (°C)
(pb)

Cdc2 Cdc2 F CAATTAGGAGAAGGAACATATGG 1.5 440-361 54
Cdc2 R GTGGTTTCATATCTCTGTGAAG

CiCc-B Chlo F ATGGAACAAAATTTACCCTC 25 652-596 55
ChIRE2 CTATTGGAAGTGGATTATGGTG

RabX13 Rab2F CGTTGTTGGAGACTCTTCAGTTGG 1.2 510-374 62
Rab2R GACCCATTTCAGTTGAAACAGTTC

Sam50 FSam50 GCAATGACAACAAGAATGCAA 2.5 835-763 64
RSam50 AAGAAACCCCAACTCCACAA

POL Il PolllF GATCCAACATATCCTAAAACAACA 2 210 60
PollIR TCAATTATTTTCTGACCCGTCTTC

Nota: El nombre del transcrito analizado se indica en la tabla, en seguida el cddigo de los oligos usados
(control interno), la secuencia de los oligonucleétidos, la concentracion de Mg requerido, el tamafio esperado
del producto amplificado (con intrdn, sin intrén respectivamente) y por Ultimo la temperatura de alineamiento.
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