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RESUMEN

El pardsito protozoario Giardia duodenalis es un organismo de divergencia evolutiva
temprana y ha sido denominado minimalista por poseer un genoma con estructura y
contenido compactos con pocos intrones, asi como una distancia intergénica promedio muy
corta, en comparacion con otros eucariontes y por codificar para maquinarias simplificadas
de replicacién del ADN, transcripcién, procesamiento del ARN y vias metabdlicas. En este
pardsito minimalista solo se han identificado dos secuencias que se sugiere pertenecen a la
familia de cinasas PIKK y una de ellas se ha caracterizado como ATM por nuestro grupo de

trabajo y se ha denominado gTOR por otros autores.

El objetivo del presente trabajo fue identificar al ortélogo de la proteina TOR en Giardia
duodenalis mediante la fosforilacion de los blancos putativos de gTOR del parasito. La
busqueda in silico de los ortdlogos de los tres blancos de fosforilacién mas estudiados de
TOR que incluyen a S6K, 4EBP y AKT revelé solo un ortélogo de AKT, mientras que no se

lograron identificar ortélogos putativos de S6K y 4EBP.

Con el fin de evaluar la posible actividad gTOR de la proteina ATM de Giardia, el gen del
blanco de fosforilacién AKT de Giardia duodenalis fue clonado en el vector de expresién
PET100/D-TOPO y se usO para transfectar células de Escherichia coli XL1 Blue para
posteriormente expresar la proteina recombinante, la cual se purificd por cromatografia de
afinidad y su inmunodeteccién se llevd a cabo por Western blot, en donde se detecté una
banda con el tamano esperado de 67.58 kDa. Asi mismo, se utilizaron trofozoitos
transgénicos cuyo gen enddgeno de ATM fue etiquetado con un tag que contiene 3 epitopes
de hemaglutinina (ATM-3HA) para inmunopurificar esta proteina empleando perlas de
agarosa recubiertas de anti-HA y ésta se detectd por Western blot con un tamario esperado
de 366.704 kDa. Se iniciaron los ensayos de cinasa para ver si gTOR/ATM-3HA
inmunopurificada fosforilaba a la proteina recombinante GdAKT purificada, sin embargo,
debido a problemas técnicos no fue posible verificar la actividad de gTOR/ATM-3HA usando

a GdAKT como sustrato.
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ABSTRACT

The protozoan parasite Giardia duodenalis is an organism of early evolutionary divergence
and has been called minimalist because it has a genome with compact structure and content
with few introns, as well as a very short average intergenic distance, compared with other
eukaryotes and by coding for simplified machineries of DNA replication, transcription, RNA
processing and metabolic pathways. In this minimalist parasite, only two sequences have
been identified that are suggested to belong to the PIKK kinase family and one of them has
been characterized as ATM by our working group and has been denominated gTOR by other

authors.

The objective of the present work was to identify the ortholog of the TOR protein in Giardia
duodenalis by phosphorylation of the putative gTOR targets of the parasite. The in silico
search of the orthologs of the three most studied phosphorylation targets of TOR including
S6K, 4EBP and AKT revealed only one ortholog of AKT, whereas putative orthologs of S6K

and 4EBP were not identified.

In order to evaluate the possible gTOR activity of the Giardia ATM protein, the AKT
phosphorylation target gene from Giardia duodenalis was cloned into the PET100/D-TOPO
expression vector and it was used to transfect Escherichia coli XL1 Blue cells for
subsequently express the recombinant protein, which was purified by affinity
chromatography and its immunodetection was carried out by Western blot, where a band
with the expected size of 67.58 kDa was detected. Likewise, transgenic trophozoites were
used whose endogenous ATM gene was tagged with a tag containing 3 epitopes of
hemagglutinin (ATM-3HA) to immunopurify this protein using agar beads coated with anti-
HA and this was detected by Western blot with an expected size of 366,704 kDa. The kinase
assays were started to realize if the immunopurified gTOR/ATM-3HA kinase phosphorylated
the purified recombinant protein GdAKT, however, due to technical problems it was not

possible to verify the activity of gTOR/ATM-3HA using GJAKT as a substrate.
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INTRODUCCION

Taxonomia

Giardia duodenalis, también conocido como Giardia lamblia o Giardia intestinalis, es un
parasito protozoario flagelado en el orden Diplomonadida que, aunque no haya evidencia
que lo indique, parece pertenecer al grupo Metamonada dentro del supergrupo Excavata

(Sina M. Adl, 2012, Nobuko Arisue, 2005).

El género Giardia comprende seis especies que infectan diferentes hospederos: Giardia
agilis (anfibios), Giardia ardeae y Giardia psittaci (aves), Giardia microti y Giardia muris
(roedores) y Giardia duodenalis (mamiferos) (Johan Ankarklev, 2010 & Martin F. Heyworth,

2016).

Caracteristicas de Giardia duodenalis

Giardia duodenalis causa una de las infecciones parasitarias mas comunes en todo el
mundo. Contribuye a un estimado de 280 millones de infecciones sintomdticas humanas
(Ilamadas giardiasis) por afio y ha sido incluida en la Iniciativa de Enfermedades Descuidadas
de la OMS desde el 2004 (WHO Neglected Disease Initiative). G. duodenalis es un patégeno
zoon6tico potencial, y la infeccidon de animales jovenes de granja puede tener un impacto
econdmico resultando en la pérdida de productividad (Johan Ankarklev, 2010). El parasito
posee un genoma minimalista compacto en estructura y contenido, sin embargo, las
secuencias proteicas de Giardia cominmente muestran inserciones de aminoacidos,
comparado a otros eucariontes (Hilary G. Morrison, 2007). El parasito intestinal cicla entre
una fase latente quistica y una fase virulenta conocida como trofozoito, ambos adaptados
para sobrevivir en diferentes ambientes inhdspitos. El ciclo de vida comienza con la
ingestidn del quiste por un hospedero vertebrado. La exposicidn al acido géstrico durante
el paso a través del estémago del hospedero provoca el desenquistamiento y el parasito
emerge en el intestino delgado después de la estimulacion por factores intestinales. El
excizoito rapidamente se divide en dos trofozoitos binucleados que se adhieren al intestino

delgadoy lo colonizan. Los trofozoitos que son llevados corriente abajo por el flujo intestinal
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se diferencian en quistes tetranucleados latentes. Los quistes son transportados dentro de
las heces y pueden sobrevivir por meses en agua fria hasta que son ingeridos por un nuevo
hospedero (Gerard Manning, 2011). La dosis infecciosa es baja (10 quistes) y la necesidad
de controlar la transmision llevada por barcos resulta en grandes pérdidas econdmicas para
la industria. La giardiasis se caracteriza por diarrea acuosa, dolor epigdstrico, nduseas,
vémito y pérdida de peso. Estos sintomas aparecen de 6 a 15 dias después de la infeccidn,
y el impacto clinico es mas fuerte en nifios y en individuos desnutridos o inmunodeficientes;
el tratamiento usualmente es con Metronidazol u otros nitroimidazoles. Las infecciones
crénicas son comunes, sin embargo, cerca de la mitad de las infecciones durante las
epidemias son asintomaticas y la infeccidn se resuelve espontdneamente de manera
frecuente. Por lo tanto, la sintomatologia es extremadamente variable. Existe una pequefa
vision de cémo Giardia spp causa enfermedad; no son invasivos y no secretan toxinas
identificadas hasta el momento (Johan Ankarklev, 2010; Elin Einarsson, 2016). A pesar de
gue la mayoria de las infecciones son controladas por una respuesta inmune efectiva,
algunos individuos desarrollan una enfermedad crénica. Ademas de los anticuerpos, se ha
propuesto que otros mecanismos diferentes también podrian ser capaces de eliminar a
Giardia, entre ellos se incluyen péptidos antimicrobianos, NO (6xido nitrico) y productos de
los mastocitos (Ergiu Li, 2005). El 6xido nitrico es un antimicrobiano para una gran cantidad
de bacterias y patégenos parasiticos, y tiene otras multiples funciones, incluyendo su papel
en la neurotransmision y la regulacion de la integridad de las barreras mucosas, asi como el
tono vascular en los intestinos. Debido a que los trofozoitos colonizan el intestino delgado
en posicidn cercana a las células epiteliales, la produccién epitelial de NO podria ser una
defensa potencial del hospedero contra G. duodenalis. Se demostré que el NO inhibe el
crecimiento, el enquistamiento y el desenquistamiento de G. duodenalis, pero no tiene
efecto en la viabilidad de Giardia. Adicionalmente, la infeccion de cultivos de células
epiteliales intestinales humanas por G. duodenalis inhibe la producciéon epitelial de NO,
sugiriendo que el parasito ha desarrollado estrategias para evadir este mecanismo de

defensa potencial del hospedero (Lars Eckmann, 2000).
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Genoma de Giardia duodenalis

Como todos los diplomonddidos, Giardia posee dos nucleos equivalentes en tamafioy en la
cantidad de ADN que contienen, ademas ambos son transcripcionalmente activos (Johan
Ankarklev, 2010; Elin Einarsson, 2016). El genoma de Giardia es compacto en estructura 'y
contenido, contiene pocos intrones o remanentes mitocondriales y tiene una maquinaria
simplificada de replicacién, transcripcion, procesamiento del ARN y la mayoria de las vias
metabdlicas. Las cinasas comprenden el grupo mds grande de proteinas y reflejan el
requerimiento de una red de transduccién de sefales compleja para coordinar la
diferenciaciéon en el parasito. La transferencia horizontal de genes por parte de donadores
bacterianos y arqueas ha moldeado el genoma de Giardia. Adicionalmente el genoma
muestra baja heterocigocidad, menor a 0.01 %, lo que apoyaba las especulaciones de que
este organismo es sexual. El genoma de G. duodenalis WB clona C6 (ATCC50803) tiene un
tamafio de ~11.7 Mb, distribuido en 5 cromosomas y es compacto. Se identificaron 6470
marcos abiertos de lectura (ORFs) con una distancia intergénica media de 372 pb. Analisis
seriales de expresion de genes y secuencias de cDNA demostraron evidencia transcripcional
de 4787 de estos ORFs (Hillary G. Morrison, 2007). Tiene una cantidad de secuencias no
codificantes relativamente pequefia en comparacidn con otros eucariontes. Las regiones no
traducidas de los ARNm son relativamente cortas y solo 8 genes (Vanessa Gémez, 2016)
han demostrado tener intrones (Johan Ankarklev, 2015). Adicionalmente, Giardia contiene
4 genes split: el spliceosoma es conocido por llevar a cabo el Splicing de los intrones de los
pre-mRNAs y unir a los exones que rodean a un intrén, sin embargo, los spliceosomas de
algunos filos de animales y de algunos protistas pueden realizar una variante de la reaccién
de remocién de intrones, conocida como trans-splicing, en la cual los pre-mRNAs son
transcritos por separado en regiones cromosomales no contiguas, luego se encuentran
entre ellos por regiones de complementariedad y son subsecuentemente juntados en un
gen split (Ryoma Kamikawa, 2011 & Thomas Blumenthal, 2011). El genoma de Giardia
codifica para una forma mas simplificada de la mayoria de los procesos celulares: menor
cantidad y mds subunidades basicas, enzimas tipo bacterianas o arqueas de un solo dominio

y un repertorio metabdlico limitado. Una explicacion altamente improbable para explicar la
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falta de proteinas estructurales o subunidades de maquinaria central es que el hospedero
pueda proveer los productos metabdlicos necesarios para una via incompleta. Las
secuencias proteicas de Giardia generalmente muestran inserciones de aminodcidos,
usando alineamiento de 1518 proteinas, se encontraron inserciones en 44 ORFs, con un
promedio de 1.5 inserciones por ORF, variando en tamano de 8 a 101 aminodcidos, con un
promedio de 20; en contraste, el numero de inserciones detectado en otros organismos

varié de 0 a 6. (Hilary G. Morrison, 2007).

Giardia duodenalis se divide en 8 genotipos o ensamblajes morfolégicamente idénticos (A-
H). Sin embargo, solo los ensamblajes A y B estan asociados con infecciones humanas. Los
ensamblajes Ay B a su vez estan divididos en: Al, All, Alll, Blll y BIV. Se ha reportado que el
genotipo Al es mas frecuentemente encontrado en animales, mientras que el genotipo All
es principalmente encontrado en humanos. Algunos aislados del ensamblaje A han sido
asociados a infecciones sintomaticas en humanos y se ha sugerido que otros poseen
potencial zoondtico. Se han secuenciado y analizado los genomas de tres aislados de los dos
ensamblajes que infectan humanos (Al, All y BIV) y también el de un ensamblaje que infecta
animales (E) (Johan Ankarklev, 2015). Los dos principales ensamblajes (A y B) tienen en
promedio una identidad de aminoacidos solo del 78% en regiones codificantes. Los aislados
del ensamblaje A son los mejor estudiados, sin embargo, datos epidemioldgicos recientes
sugieren que los aislados del ensamblaje B pueden ser los mas comunes en humanos en
todo el mundo. Estos dos ensamblajes pueden ser encontrados en otros animales como
ganado, gatos, perros y ratas. Los parasitos que pertenecen al ensamblaje C y D han sido
identificados en perros, lobos, coyotes y gatos; los aislados del ensamblaje E han sido
identificados en gatos, ovejas, cerdos y cabras; los parasitos del ensamblaje F han sido
identificados Unicamente en gatos, los del ensamblaje G en ratas y los del ensamblaje H han
sido identificados en animales marinos como focas (Johan Ankarklev, 2010 & Martin F.

Heyworth, 2016).
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Ciclo de vida de Giardia duodenalis

La diferenciacion a quistes infecciosos a través del proceso del enquistamiento es crucial
para la transmisidn y supervivencia del protozoario intestinal Giardia duodenalis. El parasito
intestinal lleva a cabo cambios morfoldgicos y bioquimicos sustanciales para sobrevivir
fuera del intestino delgado de su hospedero mamifero, diferenciandose en su forma
infectiva: el quiste, el estimulo que provoca esta diferenciacidon se desconocia por completo,
sin embargo, se demostré que la falta de colesterol es necesaria y suficiente para provocar
la diferenciacion de Giardia a quistes ambientalmente resistentes (Elin Einarsson, 2016 &
Hugo D. Lujan, 1996). El trofozoito monitorea el ambiente externo e induce su
enquistamiento en respuesta a la exposicion estimulos tales como el aumentoenel pHy la
concentracion de sales biliares, asi como la disminucidn en la concentracién de colesterol,
a través de vias intracelulares, muchas de las cuales siguen siendo desconocidas. El
enquistamiento se divide en dos fases: enquistamiento temprano y tardio. La célula pasa a
un “punto sin retorno” durante el enquistamiento temprano, después del cual no le es
posible reincidir al estadio proliferativo. Factores de transcripcién tales como Myb2 activan
genes especificos de enquistamiento, entre los cuales se encuentran los genes de proteinas
de la pared del quiste (Cyst Wall Proteins CWP1-3). Un incremento general en la traduccion
puede ser observado en el enquistamiento temprano, debido a que la sintesis de CWPs se
incrementa drasticamente, el azucar UDP-GalNAc (giardina), es también sintetizado y
secretado a través de vesiculas de enquistamiento positivas para carbohidratos. Durante el
enquistamiento tardio, la célula cambia de forma, mientras entra en estado de inactividad,
y el disco ventral, asi como los flagelos son desensamblados mientras que la construccién
de la pared del quiste procede. El mecanismo de desensamble sigue siendo desconocido.
Ocurren dos “rounds” de replicaciéon del ADN sin que ocurra citocinesis, dando como
resultado un quiste con cuatro nucleos, cada uno con una ploidia genética de 4N. Se forman
interconexiones entre los nucleos del quiste y el material genético puede ser intercambiado

a través del proceso “diplomixis”. Durante el enquistamiento, cada célula recibe un par de
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nucleos no-hermanos (Fig. 1) (Elin Einarsson, 2016). El quiste tiene una pared celular
resistente, compuesta por un 60% de carbohidratos y un 40% de proteina, ademds su

metabolismo esta regulado a la baja (Johan Ankarklev, 2010).

Una vez ingeridos los quistes, son expuestos al acido gastrico y enzimas pancredticas
durante su paso a través del estémago y llevan a cabo el desenquistamiento, una
diferenciaciéon dramatica con sorprendentes consecuencias, tales como cambios en el pH
citoplasmatico y rupturas especificas en proteinas del quiste, rearreglos ultraestructurales
y cambios en la regulacion transcripcional de muchos genes, todo esto en un lapso de 15
minutos (Johan Ankarklev, 2010 & Michael L. Hetsko, 1998). Los flagelos aparecen primero
através de unaabertura en uno de los polos del quiste, se cree que este proceso es mediado
por proteasas de cisteina, liberadas por vesiculas periféricas. El excizoito liberado procede
a realizar dos veces la citocinesis, produciendo asi cuatro trofozoitos, durante estas
divisiones, el excizoito incrementa su metabolismo y expresion de genes, segregando
organelos, ensamblando el disco adhesivo y sobrerregulando proteinas asociadas a la
motilidad. El trofozoito es el estadio causante de la enfermedad. El lado plano es la
superficie ventral y el lado convexo es la superficie dorsal. El trofozoito mide alrededor de
12-15 pum de largo y 5-9 um de ancho. En comparacién con otros eucariontes, Giardia spp
es inusual, ya que tiene dos nucleos, no posee mitocondrias ni peroxisomas y posee un
aparato de Golgi atipico, sin embargo, poseen remanentes mitocondriales como Cnp60, IscS
e IscU. El citoesqueleto incluye cuatro pares de flagelos (los anteriores, ventrales,
posteriores/laterales y los caudales). El cuerpo medio no tiene una funcién conocida, pero
su localizacion le da al parasito su caracteristica “sonrisa” vista al tefiir con Giemsa. Los
flagelos y el disco adhesivo estdn compuestos por proteinas de citoesqueleto cldsicas como
a-tubulina y B-tubulina, ademas de otras proteinas de la familia de las giardinas (a-giardina,

B-giardina, y-giardina y d-giardina) (Johan Ankarklev, 2010).

Los cambios de ploidia que acontecen a lo largo de su ciclo de vida, generan en el parasito
la necesidad de poseer mecanismos para mantener la integridad genémica y dichos

mecanismos se encuentran regulados en eucariontes y procariontes por cinasas.
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Fig. 1. Ciclo de vida de Giardia duodenalis. Modificado de Elin Einarsson, 2016.

Las proteinas cinasas modulan la mayoria de las vias celulares, particularmente en la
coordinacidn de procesos celulares complejos y en respuesta a sefiales ambientales. Cerca
del 2% de los genes en la mayoria de las eucariotas codifican para cinasas, y estas cinasas
fosforilan alrededor del 30% del proteoma. Las cinasas regulan la actividad, localizacion y la
concentracion existente de sus sustratos. La mayoria de las cinasas tienen docenas de
sustratos, y operan en cascadas multi-cinasas complejas. Por lo tanto, los organismos con
kinomas reducidos pueden proveer modelos simples para analizar la sefializacion por
cinasas en organismos divergentes donde los hallazgos pueden ayudar a entender la

evolucién de las cinasas (Gerard Manning, 2011).
PIKKs
Entre las proteinas cinasas, existe un familia particularmente importante: la familia de

cinasas relacionadas a la Fosfatidilinositol 3-cinasa (PIKK por sus siglas en inglés) e incluye

en eucariontes superiores a las cinasas ATM (ataxia-telangiectasia mutated), ATR (ATM and
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Rad3-related), DNA-PKcs (DNA-dependent protein kinase catalytic subdomain), mTOR
(mammalian target of rapamycin), SMG1 (supressor with morphological effect on genitalia
family member) y TRRAP (transformation/transcription domain-associated protein) (Tanya
T. Paull, 2015). Estas proteinas cinasas atipicas regulan las respuestas del dafio al ADN, la
sefializacion dependiente de nutrientes y el decaimiento de ARNm. El mantenimiento del
genoma es critico para prevenir enfermedades y sobrevivir, los desafios para la integridad
gendmica provienen de mutagenos ambientales, subproductos de la respiracion celular y
errores durante el metabolismo de acidos nucleicos, incluyendo la replicacién del ADN. Las
células tienen actividades de respuesta al dafio al ADN (DDR por sus siglas en inglés) que
continuamente monitorean la integridad del ADN y funcionan para prevenir la ocurrencia
de mutaciones deletorias y rearreglos. La respuesta al dafio del ADN estd regulada por las
cinasas relacionadas a la Fosfatidilinositol 3-cinasa (PIKKs). Las PIKKs primeramente
responsables de la sefializacion al dafio del ADN incluyen ATM, ATR y DNA-PKcs. Estas PIKKs
fosforilan cientos de proteinas que mantienen la integridad del genoma a través de la
regulacion de la progresion del ciclo celular, la reparacién del ADN a través de la
fosforilacidon de la histona H2AX, la apoptosis y la senescencia celular (Courtney A. Lovejoy,

2009 & Tanya T. Paull, 2015).

El motif estructural que define a las PIKKs como miembros de una superfamilia es el dominio
catalitico de cinasa. Como el nombre de la familia lo indica, este dominio muestra una
homologia significativa de secuencia de aminodcidos a los dominios cataliticos de las
fosfatilinositol 3-cinasas. La homologia de secuencia es particularmente alta con respecto a
los residuos de aminoacidos envueltos en el sitio de union al ATP de los dominios cataliticos
de las PIKK. Sin importar la ubicacion exacta, los dominios cataliticos de las PIKK estan
flanqueados por dos tramos de aminoacidos ligeramente conservados llamados FAT (FRAP,
ATM and TRAPP) y FATC. El dominio FAT comprende aproximadamente 500 aminodcidos,
mientras que el dominio FATC contiene solo 35 aminoacidos. La funcion exacta del dominio
FAT audn no esta clara, pero algunos estudios de mutagénesis y deleciones indican que la
integridad del dominio FATC es critica para la actividad cinasa. Una hipétesis razonable es

que los dominios FAT y FATC interactian en una estructura tridimensional del dominio
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carboxilo terminal de las PIKK, configurando a la proteina en una forma apropiada para la

unién con el ATP y la fosforilacién del sustrato (Robert T. Abraham, 2004).

a-Helical repeats

ATM | I W 3056

DNA-PKcs [ I <28
ATR | I N 2644

mTor | I ) 2549

SMG-1 | [ | l 3661

TRRAP | I ) 3859

FAT domain

B Kinase domain

FRE domain (mTor or similar
placement in DNA-PKcs, SMG-1)

PRD/NRD domain
M FATC domain

Fig. 2. Organizacion estructural de las PIKKs. Tomado de Tanya T. Paull, 2015

En el grupo de las PI3Ks, clase |, cada enzima consiste en una subunidad catalitica unida a
una subunidad regulatoria, las subunidades regulatorias pueden bloquear el sitio de unién
al sustrato, inhibiendo la asociacién de la enzima con la membrana, el sitio de activacion.
Entonces, en ausencia de estimulo, las enzimas de clase | estan inactivas y localizadas en el
citoplasma. De este modo, para activar completamente a estas enzimas, se debe liberar a
éstas de autoinhibiciéon y ademas se requiere su correcta localizacion para su actividad
completa. ATM es inactivo en el estado de reposo, pero se activa rapidamente y se localiza
cuando hay dafio al ADN por el complejo MRN y otros factores en los sitios con rupturas de
doble cadena, asi como la activacion de ATM mediada por la oxidacidn, independiente del

complejo MRN (Tanya T. Paull, 2015).

ATM

La proteina cinasa ataxia-telangiectasia mutada (ATM) es una reguladora maestra de la

|ll

respuesta al dafio del ADN y coordina la activacién de los puntos de control “checkpoint”
del ciclo celular, reparacién del ADN y cambios metabdlicos en células eucariotas en

respuesta a rupturas de doble cadena del ADN y estrés oxidativo. A la proteina cinasa ATM
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se le llamd asi debido al desorden autosomal recesivo ataxia-telangiectasia (A-T), o
sindrome de Louis-Bar, una rara enfermedad causada por la pérdida de la actividad de esta
cinasay caracterizada por una pérdida progresiva de la funcién neural cerebelar resultando
en ataxia debilitante, asi como dilatacién de los vasos sanguineos (telangiectasia). Los
pacientes con este desorden presentan también inmunodeficiencia, sensibilidad extrema a
la radiacion ionizante y una alta tasa de malignidades, principalmente linforreticulares
(Tanya T Paull, 2015 & Luciana Chessa, 2016). Es la ataxia cerebelar recesivamente
heredada mas comun en nifos por debajo de los 5 afos, con una prevalencia de 1/40,000
a 1/100,000 (Swift, 1985). Desde la identificacion del gen causante, ATM, en el cromosoma
11 g22-g23 (Gatti et al., 1988; Savitsky et al., 1995), las bases moleculares de ciertos
aspectos de la enfermedad han sido aclarados, a pesar de que otros contindan por ser
elucidados. El gen ATM ocupa ~150 kb de 11g22.3-123.1. Se transcribe a partir de un
promotor bidireccional que también dirige la expresion del gen NPAT/Cand3/E14. Existen 2
exones 1 alternativos, sin embargo, la expresion diferencial de las isoformas del ARNm en
diferentes tejidos o en respuesta a diferentes estimulos no ha sido descrita, ni hay
diferencia en la secuencia de aminodcidos de la proteina resultante, pues la traduccion
inicia en el exén 3. EI ARNm de 13 kb, con su secuencia codificante de 9,168 pb, parece ser
expresado en todos los tejidos y en todas las etapas de desarrollo. La proteina ATM pesa
350 kDa se localiza principalmente en el nucleo, pero también se encuentra en vesiculas

citoplasmaticas (Nancy Uhrhammer, 2002).

ATM es una proteina cinasa de Ser/Thr y es miembro de la familia de cinasas relacionadas
a la Fosfatidilinositol 3-cinasa (PIKKs). El dominio cinasa se encuentra cerca del extremo
carboxilo, otros dominios presentes en ATM son el dominio FAT, el dominio FATC, el
dominio de unidén a sustrato N-terminal, un zipper de leucina, una region rica en prolinas
gue permite la unién con la cinasa ABL y una secuencia de localizacién peroxisomal. Se

estima que ATM posee hasta 700 sustratos (Martin F. Lavin, 2008).

ATM existe in vivo como un multimero inactivo que se disocia en mondmero activos ante el
dano al ADN u otras formas de estrés celular. ATM fosforila blancos rio abajo que inician el

arresto del ciclo celular, la reparacion del ADN o la apoptosis. Se demostré que ATM es
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activada por las rupturas de doble cadena de ADN a través del complejo MRN (Mrell-
Rad50-Nbs1) y el ADN, pues el complejo por si mismo favorece la fosforilacién de histona
H2AX con un incremento de 2 a 5 veces, mientras que el complejo MRN mds ADN promueve
la cantidad de producto fosforilado de 80 a 200 veces en comparaciéon con ATM sola, siendo
Nbsl quien recluta a ATM y esta ultima fosforila a H2AX. Mrell tiene actividad de
endonucleasa de cadena sencilla dependiente de Mn?*, asi como actividad 3’-5’
exonucleasa en cadena sencilla y cadena doble de ADN. Rad50 posee actividades
regulatorias ATPasa y adenilato cinasa, interactia con el DNA y en conjunto con Mrell
forma el nucleo del complejo MRN. Rad50 estimula la unién a ADN vy la actividad nucleasa
de Mrel1l y facilita la uniéon a ADN del complejo MRN. Nbs1 no tiene actividades enzimaticas
conocidas pero su reclutamiento a las rupturas de doble cadena es esencial para reclutary
activar a ATM, asi como la iniciacion de respuesta al dafio al ADN. La estimulacién éptima
de ATM dimérica requiere que la longitud del fragmento de ADN sea de al menos 2 kb (Ji-
Hoon Lee, 2005 & Emil Mladenov, 2016). Por otro lado, ATM puede ser activada
independientemente del complejo MRN mediante la autofosforilacion. La irradiacién
celular induce la rapida autofosforilacién intermolecular de la serina 1981 que causa la
disociacion de los dimeros e inicia la actividad celular cinasa de ATM. La mayoria de las
moléculas de ATM en la célula son rdpidamente (3 min) fosforiladas en este sitio después
de una dosis de radiacién tan baja como 0.5 Gy, siendo detectadas por anticuerpos dirigidos
a residuos de aminoacidos fosforilados como la serina 1981. La activacién de la cinasa ATM
parece ser el evento iniciador en respuesta a la irradiacion, y los resultados parecen indicar
gue la activacién de ATM no depende de la unién directa con rupturas de cadena de ADN,
pero puede resultar de cambios en la estructura de la cromatina (Christopher J. Bakkenist,
2003). Por otro lado, se demostrd en el 2000 que ATM es activada in vitro por Mn?,
observando que la fosforilacion de su blanco PHAS-I (EIFAEBP1: Eukaryotic Translation
Initiation Factor 4E Binding Protein 1) es completamente dependiente de la presencia de
Manganeso e inhibida por wortmannina, un inhibidor de cinasas PI3Ks (Doung W. Chan,
2000). Entre otros, también se ha utilizado a la cafeina como inhibidor de las proteinas

cinasas que juegan un papel central en la respuesta al dafio al ADN (Alex N. Zelensky, 2013).
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Durante los pasados 10 a 15 afios de investigacién, muchos investigadores se han
interesado en la idea de que el estrés oxidativo puede ser importante para la disfuncién
neuronal observada en pacientes con A-T. Este interés se basé en las observaciones de que
las células de pacientes A-T exhiben altos niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS)
comparado a las células normales. Adicionalmente, ATM responde a niveles incrementados
de ROS con fosforilacion de blancos rio abajo y la activaciéon de puntos de control en
respuesta a ROS (Tanya T. Paull, 2014). Para probar la hipdtesis de que ATM puede ser
directamente activada por ROS, se trataron fibroblastos humanos primarios con el oxidante
H,0,, comparandolo con el agente genotdxico bleomicina que induce DSBs. Se encontré
que el oxidante provocé la autofosforilacién de ATM, asi como la fosforilacion de los blancos
p53 y Chk2, sin embargo, la fosforilacion de H2AX, un marcador de DSBs de ADN ocurrid
solo con el tratamiento con bleomicina. Lo que indica que ATM puede ser activada
directamente por estrés oxidativo y que el mecanismo de activacién es diferente de aquél

mediado por el complejo MRN/DSBs (Zhi Guo, 2010).

TOR

La proteina TOR, por sus siglas en inglés (target of rapamycin) o mTOR (mechanistic target
of rapamycin, anteriormente conocida como mammalian target of rapamycin) es una cinasa
de Serina/Treonina altamente conservada que pertenece a la familia de las PIKK (cinasas
relacionadas a la fosfatidilinositol 3’ cinasa). Se trata de una enzima clave de la via de
sefializacion mTOR, la cual regula la acumulacidn de masa celular en muchos eucariontes
(Jose Aramburu, 2014 & A. A. Parkhitko, 2013). La cinasa mTOR fue descubierta como
resultado de estudios del agente antifungico rapamicina, que ahora es utilizado como
inmunosupresor y agente antitumoral con el nombre comercial de Sirolimus (A. A.
Parkhitko, 2013). La rapamicina es un compuesto antifungico, anticancerigeno e
inmunosupresor producido por una bacteria del suelo de Rapa Nui (mejor conocido como
Isla de Pascua), fue descubierta en 1975 por Vézina et.al. El aislamiento de levaduras
mutantes resistentes a las propiedades inhibitorias de crecimiento de la rapamicina llevé al

descubrimiento de TOR (target of rapamycin) (Charles Betz and Michael N. Hall, 2013).
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mTOR se organiza en dos complejos con diferentes efectos rio abajo: el complejo mTOR 1
(mTORC1) estd definido por su subunidad RAPTOR, la cual es remplazada por RICTOR en el
complejo mTOR 2 (mTORC2).
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Fig. 3. Blancos de fosforilacion de los complejos mTORC1 y mTORC2. Tomado de A. A. Parkhitko, 2013.
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MTORC1 regula el crecimiento celular promoviendo la traduccion, la biogénesis de
ribosomas y la supresidn de la autofagia. Su activacidén requiere nutrientes y aminoacidos,
lo que resulta en el reclutamiento de mTORC1 a los lisosomas y endosomas tardios mediado
por RAPTOR y la co-localizacién con su activador, la GTPasa RHEB. Los sustratos de mTORC1
incluyen a 4EBP (proteina de unidn a elF4E) y a la cinasa ribosomal S6 (S6K), que controlan
la iniciacion y elongacion de la traduccion dependiente de cap, respectivamente. La
fosforilacién de 4EBP y S6K depende de su motif secuencia de sefializacién TOR (TOS), que
se une a RAPTOR. Adicionalmente se ha encontrado que mTORC1 promueve la sintesis de
proteinas indirectamente incrementando la actividad de las ARN polimerasas | y lI, las cuales
transcriben los genes que codifican para ARNr y ARNt ((Jose Aramburu, 2014). mTORC1 est3

constituido por las subunidades Deptor (DEP domain containing mTOR interacting protein)
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y PRAS40 (Proline Rich Akt Substrate 40 kDa) supresores de mTORC1, que funcionan como
blancos competitivos, mLST8 (Mammalian Lethal with Sec13 proTein 8/6-protein), Ttil, Tel2
y Raptor (Regulatory Associated Protein of mTOR) que funciona como andamiaje y recluta
los sustratos de mTORC1 (A. A. Parkhitko, 2013). En la figura 3 se ilustran los principales
sustratos del complejo mTORC1 y 2.

Por otro lado, mTORC2 promueve la entrada al ciclo celular, la supervivencia celular, la
polarizacién del citoesqueleto de actina y la salida anabdlica. mTORC2 controla el
crecimiento regulando la lipogénesis, el metabolismo de glucosa y la apoptosis. Los
sustratos de mTORC2 incluyen AKT (PKB), SGK y PKC (Haijuan Yang, 2013; Paul Zarogoulidis,
2014 & Charles Betz, 2013) (Fig. 3). TOR y Lst8 son también componentes de mTORC2, sin
embargo, a diferencia de mTORC1, éste no contiene a Raptor y no exhibe una sensibilidad
directa a la inactivacion por rapamicina. Ademads de TOR y Lst8, mTORC2 de mamiferos,
Dictyostelium vy Saccharomyces cerevisiae contienen subunidades tipo Rictor: en
Dictyostelium estan las subunidades PIA y RIP3, mientras que en Saccharomyces cerevisiae

se encuentran las subunidades AVO3, AVO1 y la subunidad tipo SIN1.

Muchas de las funciones de mTORC2 son llevadas a cabo rio abajo en la cascada de
fosforilacién por la proteina cinasa AKT, la cual es activada por fosforilaciéon dentro de un
motif hidrofébico C-terminal (HM) por mTORC2 o también dentro del loop de activacion de
cinasa por PDK1 (Phosphoinositide-Dependent Kinase 1). En células de mamiferos, la
actividad de AKT no requiere la fosforilacién de HM por mTORC2; la fosforilacion mediada
por mTORC2 incrementa el rango de sustratos blanco de AKT. Ademads, en células de
mamifero, mTORC1 puede inhibir la actividad de PI3K y suprimir la acumulacién de
Fosfatidilinositol (3,4,5)-trifosfato. Esta accién bloquea el reclutamiento de PDK1 y AKT a las
membranas y suprime la fosforilacion de AKT por PDK1. mTORC1 puede, entonces, inhibir
la actividad de AKT, incluso en células con mTORC2 activado, indicando una
intercomunicacién antagdnica entre los complejos TOR. Sin embargo, estas interacciones
regulatorias no son universales. En Dictyostelium, las actividades de PDK1 y TORC2 son
completamente independientes de PI3K, y por lo tanto no se observa una

intercomunicacién antagdnica entre los complejos TOR 1y 2 en el contexto de PI3K y AKT.
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En Dictyostelium, PDK1 es incapaz de fosforilar a AKT en ausencia de la fosforilacion del sitio
HM, por lo que AKT requiere in vivo la fosforilaciéon tanto del dominio cinasa como del
dominio HM, y la sola fosforilacion del sitio HM es insuficiente para llevar a cabo su actividad

in vivo (Daniel Rosel, 2012).

mTORC2, originalmente conocido como insensible a rapamicina es probablemente también
blanco de rapamicina y esta envuelto en la regulacién de la fosforilacion y activacion de
AKT/PKB, PKC y SGK. Debido a que AKT regula positivamente a mTORC1, seria razonable
especular que mTORC2 actia como un regulador negativo de la autofagia. Y en efecto, la
inhibicién de mTORC2 induce la autofagia y la atrofia en células de musculo esquelético en
condiciones de ayuno. Sin embargo, la induccidon de la autofagia por la inhibiciéon de
mTORC2 estd mediada principalmente por FoxO3, un factor de transcripcion rio debajo de

AKT, envuelto en la expresion de genes de autofagia (Chang Hwa Jung, 2010).

En la célula, la rapamicina se une a la proteina citosdlica FKBP12 y luego el complejo
Rapamicina-FKBP12 interactua directamente con la cinasa mTOR e inhibe su actividad.
Inicialmente se creia que la rapamicina inhibia solamente al complejo mTORC1, mientras
qgue el complejo mTORC2 era relativamente insensible a ésta, inhibiéndose solo en ciertas
lineas celulares cuando eran incubadas con rapamicina por largos periodos de tiempo. Sin
embargo, se demostré recientemente que la actividad de mTORC1 no se inhibia por
completo con rapamicina. Hasta hace poco, no estaba claro por qué la rapamicina inhibia
eficazmente la fosforilacién de algunos blancos (S6K) e inhibia pobremente la fosforilacién
de otros blancos (4EBP). Finalmente se demostré que para mTORC1, la composicion
aminoacidica del sitio de fosforilacion determina la reaccion de este sitio ante la
presencia/ausencia de factores de crecimiento y aminoacidos en el medio, o al efecto de la

rapamicina (A. A. Parkhitko, 2013).

TOR ha sido encontrada en muchas localizaciones celulares: mTORC1 se encuentra
principalmente en los lisosomas, aunque también en menor medida se encuentra en el
nucleo, mitocondria, granulos de estrés y membrana plasmatica. En Saccharomyces

cerevisiae TORC1 se encuentra en la membrana de las vacuolas, el equivalente de los
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lisosomas en organismos superiores. mMTORC2 se encuentra principalmente en MAM
(Mitochondria-Associated ER Membrane), sin embargo, también se ha encontrado en la
membrana plasmatica y en el nucleo. TORC2 se encuentra en o cerca de la membrana

plasmatica (Charles Betz and Michael N. Hall, 2013).

MTORC1 es activado directamente por Rheb en la superficie de los lisosomas. Dos
condiciones deben cumplirse para que mTORC1 sea activado: la primera es que mTORC1
sea translocado al lisosoma, un proceso estimulado por nutrientes y los Rag (GTPasas
heterodiméricas que consisten en RagA o RagB en complejo con RAgC o RagD). La otra
condicién es que Rheb sea activado. Cuando los niveles citoplasmaticos de aminoacidos son
bajos, mMTORC1 se encuentra en el citoplasma. La adicién de aminoacidos estimula el
reclutamiento de mTORC1 a la superficie de lisosomas de una manera dependiente de Rag.
Bajo la estimulacién con factores de crecimiento, PI3K (fosfatidil inositol 3 cinasa) produce
PIP3 en la membrana plasmatica, lo que activa a PDK1 y AKT. Una vez que PDK1 fosforila a
AKT, esta ultima fosforila e inhibe el complejo TSC (Tuberous Sclerosis Complex),
posiblemente en el lisosoma y el peroxisoma. La actividad GAP reducida del complejo TSC
lleva a un incremento de Rheb-GTP. Rheb unido a GTP se une directamente a mTORC1 en
la superficie de los lisosomas y lo activa. Se han propuesto varios mecanismos para describir
como Rag detecta los aminodcidos para activar a mTORC1. Zoncu y colaboradores
propusieron que los aminoacidos son detectados en el lumen del lisosoma por la v-ATPasa,
gue después activa a Rag via el Ragulator, que es el complejo que une a las Rag con el
lisosoma (Roberto Zoncu, 2011). Ogmundsdéttir y colaboradores reportaron que el
transportador lisosomal de aminoacidos asistido por protones PAT1, interactla
directamente con Rag para activar a mTORC1 (Margrét H. Ogmundsdéttir, 2012). Duran y
colaboradores propusieron que la Leucina y la Glutamina son detectadas via glutamindlisis
(Raul V. Duran, 2012). Interesantemente, bajo periodos prolongados de falta de
aminodcidos, mTORC1 es reactivado por aminodcidos provenientes de lisis autofagosomal,

previniendo asi la autofagia adicional (Charles Betz & Michael N. Hall, 2013).

TOR funciona como un sensor del estado nutricional, el cual es inhibido en condiciones de

falta de nutrientes, un paso crucial para la induccidon de la autofagia en eucariotas. La
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funcién de TOR en levaduras y eucariontes superiores comprende la regulaciéon de la
traduccién, metabolismo y transcripcién en respuesta a los nutrientes y factores de
crecimiento. La glucosa puede regular a mTORC1 a través de al menos tres diferentes vias:
la falta de glucosa reduce la proporcion de ATP y AMP, activando AMPK (5’-AMP-activated
protein kinase), como consecuencia la AMPK activada inhibe a mTORC1 a través de la
fosforilacidn y activacién de TSC2 (Tuberous sclerosis complex 2) un regulador negativo de
mTORC1. AMPK también puede inhibir mTORC1 sin depender de TSC2. Ademds, se ha
propuesto una tercera via que censa la glucosa, la cual involucra la participacion de la
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, que regula negativamente la senalizacién RHEB-
mTORC1 independientemente de TSC2. Por otro lado, TOR también funciona como un
sensor de estrés: la hipoxia regula mTORC1 via REDD1 y las especies reactivas de oxigenoy
sus efectos inhibitorios en la funcion mitocondrial pueden, de alguna manera,
desencadenar la autofagia mitocondrial de una manera dependiente de mTORC1 (Chang

Hwa Jung, 2010).

La autofagia es el principal proceso catabdlico que participa en la entrega y degradacién
lisosomal de componentes de larga vida intracelulares tales como: proteinas, lipidos, acidos
nucleicos y organelos. El proceso comienza con la formacidn de una estructura
preautofagosomal, de la cual se produce una membrana fagofora. Una vez que se toma el
contenido citoplasmatico y se cierra la fagofora, se produce un autofagosoma, el cual
después se fusiona con un lisosoma, formando un autolisosoma. La autofagia se activa
rapidamente en células con insuficiencia de aminodcidos. El complejo mTORC1 es el
principal sensor celular que reacciona a la presencia de aminoacidos en el medio. En la
presencia de aminoacidos, este complejo es activado y fosforila directamente proteinas del
complejo ULK1,2- Atg13-FIP200, inactivandolo, lo cual lleva a la inhibicién de la autofagia.
Correspondientemente, usando el inhibidor rapamicina o la ausencia de aminoacidos
causan la inhibicion de mTORC1 y la activacién del complejo ULK1, 2- Atg13-FIP200, a su
vez, mTORC1 puede fosforilar a la proteina DAP1 (Death Assosiated Protein 1), la cual inhibe
la autofagia, esto podria funcionar como una proteccidén contra la sobreactivacion de la

autofagia (A. A. Parkhitko, 2013 & Chang Hwa Jung, 2010).
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Ademas de regular la traduccién y el metabolismo dependiendo de la presencia de
nutrientes y oxigeno, mTORC1 puede ademas recibir sefiales de la acumulacion de especies
reactivas de oxigeno y dano al ADN. La proteina supresora de tumor p53 es una mediadora
de estas sefales. Bajo condiciones genotodxicas y estrés oxidativo, la proteina p53 activa la
transcripcion de los genes PTEN, TSC2 y Redd1, que han mostrado ser capaces de inhibir la

actividad de mTORC1 (A. A. Parkhitko, 2013).

ANTECEDENTES DIRECTOS

En 2011 se catalogaron los kinomas de tres cepas secuenciadas de Giardia y la comparacién
de éstos con los kinomas publicados de Trichomonas vaginalis y Leishmania major
demostré que las 80 cinasas centrales de Giardia constituyen el kinoma mas pequeio
conocido para cualquier eucarionte que pueda crecer en cultivo puro, reflejando tanto su
origen temprano como la pérdida secundaria de genes. De las 80 cinasas centrales del
kinoma de Giardia, 61 pueden clasificarse en 49 clases distintas (familias o subfamilias) que
estan conservadas en muchos otros eucariontes, las 19 restantes incluyen 5 en dos familias
especificas de Giardia, y 14 sin homdlogos cercanos. Asi mismo, los autores mencionan que
Giardia es el Unico organismo eucarionte al que le faltan 3 de las PIKKs: ATM, ATR y DNAPK,
proteinas cinasas envueltas en el reconocimiento y reparacién de rupturas de ADN y que
Giardia tiene homodlogos de proteinas de reparacion de rupturas de ADN, incluidos MRE11
y RAD50, aunque interesantemente el tercer componente no fue identificado y por eso se
refiere como el complejo MR, y se demostrd que las proteinas Mrel1l y Rad50 de Giardia
poseen las actividades cataliticas tipicas y que la reparacidn de rupturas de ADN es funcional
(Torres-Huerta y cols 2016; A. Sandoval-Cabrera y cols, 2015). Por lo cual se concluyé que
el kinoma reducido de Giardia arroja nueva luz en la evolucién temprana de las cinasas, y
sus secuencias altamente divergentes definen nuevas familias de cinasas y ofrecen blancos

terapéuticos (Gerard Manning, 2011).

Asi mismo, en 2007 se describié al genoma de Giardia duodenalis como minimalista, al ser
compacto en estructura y contenido y por poseer maquinarias simplificadas de replicaciéon

del ADN, transcripcion, procesamiento del ARN y vias metabdlicas. En muchas vias que
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requieren complejos multiproteicos, es notorio que Giardia posee menos componentes que
otros organismos. Tal vez esto se deba a la divergencia temprana o a reduccién gendmica,
la composicién del genoma revela valiosos hallazgos de cudles son componentes minimos
necesarios para que el pardsito lleve a cabo procesos celulares complejos (Hilary G.

Morrison, 2007).

Utilizando BLAST, Hilary G. Morrison y colaboradores detectaron en 2002 una PIKK en el
genoma de Giardia duodenalis, a la cual denominaron como gTOR, identificando los
dominios conservados en la PIKK predicha, por busqueda PFAM, las secuencias predichas
de la proteina fueron alineadas a homodlogos eucariéticos, encontrando que el sitio de unién
a rapamicina no se encuentra conservado en Giardia (Fig. 4). Predijeron un marco abierto
de lectura de 7812 nucledtidos que codifica para una proteina de 2604 aminodcidos. El
analisis de PFAM de los homdlogos PIKK de Giardia identificod tres regiones funcionales
presentes en todas las PIKK: los dominios FAT, PI3_PI4K y FATC. No obstante, se encontré
que el dominio de unién al complejo FKBP12-Rapamicina (Dominio FRB) no se encuentra
bien conservado en Giardia duodenalis, especificamente tres de los siete residuos criticos

para la unidn no se encuentran conservados.

HEAT MOTIFS (5)" FAT FRB
*155-193, 281-320, 325-364, 1251-1298, 2012-2049 1160-2061 2094-2194 2261-2511 2572-2604
2094
ELIRVAILWHEMWHEGLEEASRLYFG- - - - ERNVKGMFEVLEPLHAMMERGEQ- - - - TLKETSFNQAYGRDL
ELQRVAILWPEIAYDLETQASTAFGE - - - EPRDLVKFFNYACQLOLLASRTPE- - - - TQSESVF IQMFSSQL
ELIRVAVLWHELWYEGLEDASRQFFV- - - - EHNTEKMFSTLEPLHKHLGNEPQ- - - - TLSEVSFOKSFGRDL
ELIRMAVLWHEOWYEGLDDASROFFG- - - - EHNTEKMFAALEPL LKRGPE- - - - TLREISFONSFGRDL

ELIRAAILWHEMWYDGLEEASKHYFG- - - -DHDI PGMLGVLEPL ENGPQ- - - - TLRETSFIQSFGHDL
ELIRAAILWHEQWHEGLEEASRLYFG- - - -DHNIEGMFAVLRPL ERGPE- - - - TLREISFQOAFGRDL
ELIRVAILWHEMWHEGLEEASRLYFG- - - -ERNVKGMFEVLEPLHAMMERGPQ- - - - TLKETSFNQAYGRDL
ELIRVAILWHEMWHEGLEEASRLYFG- - - - ERNVKGMFEVLEPLHAMMERGPQ- - - -TLKETSFNQAYGRDL
ELIRVAILWHEMWHEGLEEASRLYFG- - - - ERNVKGMF EVL EPLHAMMERGFQ- - - - TLKETSFNOAYGRDL
ELIRVATILWHEQWHEGLEEASRLYFG- - - - DRNVKGMFEILEPLHAMLERGPQ- - - - TLKETSFSQAYGREL
ELIRVAILWHEMWHEALEEASRLYFG- - - - EHNT EGMLKVLEPLHDMLDEGVKKDS TTIQERAF I EAYRHEL
ELVRCAILWHEQWHDALDDASRVYFHRRLODNNVOAMFDALRNMNDLMOKGAP - - - TTMKEHSFQOQTYSSDL
2194
MEAQEWCRKYMKSGNVKDLTOAWDLYYHVFRR T SKQ
OAAWDSCRCFPVTNDLVCLN I VMKHYRE I¥DR THSE
NDAYEWLNNYKKSKDINNLNOAWDI ¥ YNVFRKITRC
NDAYEWLMNYKKSKDVSNLNOAWDI Y YNVFRKIGKC
RIAREHLKRYRITODGTEIQQOAWDVYYS VFORLGKQ Conservado
VEARDCCIRFEQTGDISDLNOAWDLYYQVFKKIRKQ
MEAQEWCRKYMKSGNVKDLTOAWDLY YHVFRR L SKQ Ligeramente conservado

MEAQEWCRKYMKSGNVKDLTOAWDLY YHVFRRISKQ
TEAYEWSQRYKTSAVVMDLDRAWDIYYHVEQKISRD
KEAHECCCNYKITGKDAELTOAWDLYYHVFKRIDKQ
KEAGRYVOAFESSGNVKDLNOAWE L YCS VEKKLRDQO
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Fig. 4. Organizacion estructural de la proteina gTOR (superior) y demostracion de la pérdida de los residuos
de unidn al complejo FKBP12-Rapamicina. Los nimeros indican los limites de cada region identificados por
REP (repetidos HEAT) o PFAM (dominios FAT, PI13_Pl4K y FATC). Ademas de estos tres dominios caracteristicos
de las PIKK, identificaron una region de union a FKBP-Rapamicina (region FRB). Debido a las semejanzas,
llamaron gTOR a esta PIKK predicha en Giardia, sin embargo, encontraron que los residuos criticos de la region
FRB de las proteinas FRAP/TOR para la unidn con rapamicina no se encuentran bien conservados en el
homodlogo PIKK de Giardia. El alineamiento abarca los aminodcidos 2094 a 2194 de gTOR. Modificado de Hilary
G. Morrison, 2002.

Adicionalmente detectaron un homodlogo bien conservado de la proteina FKBP con un
tamafio predicho de 109 aminoacidos. La inspeccién del alineamiento revela que gFKBP

retiene 10 de los 12 residuos criticos para la unién con rapamicina de la FKBP12 humana.

(Fig. 5)
Conservado
® No conservado
...... Yool @0avain X 30mem W ilie s X B0b bR o o wan T vnavanB0isdnvan S0 anmisa X asains
H.sapiens ...... MGVqVet IspGDGrTFPKrGQTcvVHYTGmLedGKKFDSSRDRNKPFKFMLGkGEVIRGNeEGVAQMSVGQrAKLTISpDYAYGat GhPGI IPPhaTLVFDVELLK 1 Enw e~

) (G, lamblia . ...msaqlekkv1tpGDGvTkPqaGkkVtVHYAGY fpdGKqEDSSRSRGKPRGFt 1GaGEVIKGHAGGVALME 1GekAl £TIpyql AYGer Gy PpNIPPKaTLVEEVEL LAV~ v~ ~
S.cerevisiae mseviegnVkIdrIspGDGaTFPKtGA1VtIHYTGtLenGgKFDSSvDRgsPFqeniGvgqVIkGWAvGIpklSVGekArLTIpgpYAYGprGEPG1IPPNSTLVFDVELLKkvI~~~~

C.neoformans ...... MGVt VenIsaGDGKTFPypGdnVt IHYVGL L1dGsKFDSSRDRgL PRver 1GagqVIRGWAEGYpql SVGQKANLict pDYAYGarGE PpVIPPNSTLKFEeVELLK VI~ nn
S.pombe ...... MGVekqvIssGnGqdFPKpGdr ItmHY TGt LEnGKKFDSSVDRgSPFvet 1Gvgql IRGWAEGVPkMS1GekAKLTIt pDYgYGprGE PG1IPPNSTLLFDVELLaindkka
R.norvegicus ...... MGVqVet I8sGDGL TFPKrGQTCVVHY TGMLedGKKFDSSRDRNKPFKFt 1GkqEVIRGRe EGVAGMSVGOrAKL1 I SpDYAYGat GhPGI IPPhaTLVFDVELLK1E~~~~
M.musculus ...... MGVqVet IspGDGrTFPKYGQTevVHYTGmLedGKKFDSSRDRNKPFKFE 1GkqEVIRGWe EGVAQMSVGOrAKL 1 ISsDYAYGat GhPGI I PPhaTLVFDVELLK1Ew ~~~
D.melanogaster ...... MGVqVvpIapGDGsTYPKnGQkVEVHYTGE LddGt KFDSSRDRNKPFKFt 1GkgEVIRGWAEGVAGL SVGQSAKL1cSpDYAYGsrGhPGVI PPNSTLt FDVELLKVE-~~~
M.sexta ...... MGVt VAt ItpGDesTYPKnGOTVYVHYTG Lt sSGKKFDSSRDRGKPFKFY 1GkgEVIRGWAEGVAKMSVGerAKLT et pDYAYGGQGhPGVI PPNSTLIFDVELLY 1Enroen
C.elegans ...... MGVdrqi1veGDnvTkPKnGQTVE cHYv1t LenGKKiDSSRDRGL PFKFk 1GkgEVIKGWdqGVAQMSVGeksKLTISaD1gYGprGvPpgl PaNaTLVFeVELLgvn -~~~
B.malayi ...... MpVkIdtnkeGDGqTFPKLGQTVE cHYV]t LenGeevDSSRsRgKPFKFk1GagEVIKGHAqGVAKMSVGOrAKLTVSsD1gYGsrGiPGa I PPNSTLIFDVELLGVE~~~~
S.domuncula ...... MGVAdIeeItpGDGtTFPKEGQTVVVHYTGE Lt nGKKFDSSRDRGKPFKFK 1GkgqVIRGHAEGVAKMSVGQr AKLTcSSDYAYGekGhPGVIPPNaTLIFDVELLGL Ew wn ~
B.taurus ....... GVqVet IspGDGr TFPKrGQTCvVHYTGmLedGKKFDSSRDRNKPFKFv1GkqEVIRGHeEGVAQMSVGQrAKLTISpDYAYGat GhPGI IPPNaTLIFDVELLK1E~~~~
G.gallus ...... MGVhVet IapGDGr TFPKrGQTevVHYTGmLedGKKFDSSRORNKPFKFvmGkGEVIRGHe EGVAGMSVGQrAKnTISpDYAYGs t GhPGI IPPNaTLIFDVELMK 1~~~
X.laevis ...... MGVqVet IteGDGr TFPKKGQTVVVHYVGS LenGKKFDSSRDRNKPFKE1 1Gr cEVIRGWe EGVAQMSVGQrAr LTcSpDFAYGat GhPGI I PPNaTLE FDVELLY 1 E~~~~
Consensus ...... MGV-V--I--GDG-TFPK-GQTIV-VHYTG~L~ -GKKFDSSRDR - KPFKF - - G- - EVIRGW - EGVA -MSVGQ -AKLTIS - DYAYG- -G~ PGII PPN~ TLVFDVELL- - E- - -

Fig. 5. Alineamiento del homélogo FKBP12 de Giardia con otros FKBP12s eucaridticos. Se indican los residuos
importantes para la unién por puentes de hidrégeno (+) y contactos hidrofdbicos (*) entre la FKBP12 humana
y rapamicina. Las letras mayusculas indican un match de 66% a la secuencia consenso. Tomado de Hilary G.

Morrison, 2002.

Finalmente demostraron la expresién del gen gTOR a través de ensayos Northern blot

(Hilary G. Morrison, 2002).

Q.F.B. Esteban Torres Dimas



Por otro lado, Valdez y colaboradores encontraron que el mismo gen, detectado in silicoy
nombrado como gTOR por Morrison y colaboradores e identificado en la base de datos de
Giardia con el nUmero de acceso GL50803 35180, es el mejor candidato como gen putativo
de ATM en Giardia, con un valor E estadisticamente confiable de 8e-114 y que la expresion
del transcrito de este gen tiene un aumento estadisticamente significativo 60 min después

de irradiar trofozoitos con una dosis de 100 Gy de radiacion ionizante (Fig. 6).

Sin embargo, ni el uso del inhibidor especifico de ATM, KU-55933 (Fig. 7), ni el uso del
inhibidor especifico de TOR llamado rapamicina (Fig. 8) lograron inhibir la actividad cinasa
de la proteina putativa ATM/Tell observada como fosforilacion de la histona H2A, lo cual
podria deberse a que dichos inhibidores no penetraron a través de la membrana celular de
los trofozoitos, por lo cual se sugirié realizar ensayos in vitro con sustratos especificos de

TOR y ATM en estudios posteriores. (Claudia Valdez Vargas, 2014).
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Fig. 6. Determinacion de la expresion relativa de GdAATM. Las muestras analizadas corresponden a la cinética

post-irradiacion de 3 ensayos bioldgicos por duplicado. Extraido de Claudia Valdez Vargas, 2014.
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yH2A

Concentracion en uM del inhibidor KU55933

15 kDa GdH2A

Fig. 7. Determinacion de GdH2A fosforilada en extractos de trofozoitos de Giardia duodenalis a 1 hora post-

irradiacion e incubados con inhibidor KU55933. Tomado de Claudia Valdez Vargas, 2014.

Concentracion en nM del inhibidor Rapamicina

15 kDa

 c—— -_— Gd H2A

Fig. 8. Determinacion de GdH2A fosforilada en extractos de trofozoitos de Giardia duodenalis a 1 hora post-

irradiacion e incubados con el inhibidor Rapamicina. Tomado de Claudia Valdez Vargas, 2014.
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Fig. 9. Ensayo de actividad de cinasa in vitro utilizando la proteina gTOR/ATM-3HA y el sustrato PHAS-I de

Homo sapiens (4EBP) (Dra. Bazan Tejeda, datos no publicados).

Posteriormente, debido a que los inhibidores no tuvieron efecto in vivo, en nuestro grupo
de trabajo se encontré, mediante ensayos de actividad de cinasa in vitro utilizando a la
proteina gTOR/ATM-3HA y el sustrato PHAS-I humano (conocido también como 4EBP), que
en efecto la proteina gTOR/ATM-3HA pertenece a la familia PIKK puesto que el uso de un
inhibidor especifico de los miembros de esta familia disminuyd la actividad de cinasa
observada como fosforilacién del blanco PHAS-I. Asi mismo, se encontré que si bien el
dominio FRB no se encuentra del todo conservado en Giardia (Fig. 4), si es funcional, ya que
el uso de inhibidores especificos de TOR como Rapamicina y Temsirolimus disminuyen la
actividad cinasa de esta proteina de manera semejante a la cafeina e interesantemente, el
uso del inhibidor especifico de ATM KU55933, disminuyd también la actividad in vitro de
cinasa de esta proteina gTOR/ATM-3HA (Fig. 9).

Interesantemente, Kyu-Tae Kim y colaboradores reportaron en 2005 un homélogo de AKT
en Giardia duodenalis y que parece estar involucrada en vias de sefializacién y es
diferencialmente expresada durante el enquistamiento, habiendo un aumento significativo
en la expresion de GiPKB a partir de las 17 horas después de la induccién del enquistamiento

(Fig. 10) (Kyu-Tae Kim, 2005).
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Fig. 10. Expresion de GiPKB (sonda A). El ARN total usado fue extraido de trofozoitos sin enquistar, linea 1;
trofozoitos 8 horas después de la induccidn a enquistamiento, linea 2; trofozoitos 17 horas después de la
induccidon a enquistamiento, linea 3; y trofozoitos 24 horas después de la induccidén a enquistamiento, linea 4.

Tomado de Kyu-Tae Kim, 2005.

Cabe destacar que AKT (PKB) es un blanco del complejo mTORC2 en eucariontes superiores,
y una de las funciones de este complejo es la sefializacion involucrada en rearreglos del

citoesqueleto, proceso requerido durante el enquistamiento.

Finalmente, en 2011 se reportd que el uso de inhibidores de mTOR, como rapamicina, en
células de cancer de mama resulta en una radiosensibilizacidon que ocurre via interrupcién
de las dos principales vias de reparacion de rupturas de doble cadena de ADN:
recombinacién homoéloga (HR) y unién de extremos no homaélogos (NHEJ), resultando en la
acumulacién de rupturas de doble cadena después de someter a las células MCF7 a 8 Gy de

radiacion ionizante (Fig. 11).

Rap y - H2AX DAPI v-H2AX DAPI

Fig. 11. El pretratamiento de células de cancer mama con inhibidores de mTOR produce la acumulacion de

rupturas de doble cadena de ADN (DSBs) inducidas con radiacién ionizante. Tomado de Honghong Chen,

2011).
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Esto resulta de gran interés porque relaciona directamente a la proteina mTOR con la
reparacion del ADN, y por ende establece una relacién entre las cinasas mTOR y ATM. Este
fenédmeno se atribuyo al desapareamiento del reclutamiento de BRCA1 y Rad51 a los focos
de reparacion del ADN, ambos esenciales para la recombinacion homoéloga (Honghong

Chen, 2011).

Debido a lo anterior mencionado y a que no se tiene conocimiento de la funciéon de TOR en
Giardia, y a que existe la posibilidad de que ATM/Tell tenga una funcién dual como gTOR
dado el minimalismo de Giardia, en este trabajo nos proponemos caracterizar la funcién y

caracterizacion del gen putativo TOR de Giardia.

JUSTIFICACION

Debido a que no se tiene conocimiento de la funcidn de TOR en Giardia, al kinoma reducido
y al minimalismo caracteristico de Giardia duodenalis, es posible que ATM pudiera tener
una funcién dual como gTOR. Las proteinas cinasas son bien estudiadas en otros
organismos, controlan la mayoria de los aspectos de las funciones celulares y son
potencialmente blancos terapéuticos. Por lo tanto, estudiar la posible actividad gTOR de la
cinasa ATM de Giardia podria dar una vision valiosa de la biologia del parasito y la evolucion

de la senalizacion.

HIPOTESIS

La proteina ATM/Tell de Giardia duodenalis tiene un papel dual como gTOR y es capaz de

fosforilar a los blancos putativos de mTOR en Giardia.

Q.F.B. Esteban Torres Dimas



OBJETIVO GENERAL

Identificar la posible actividad gTOR de la proteina ATM/Tell de Giardia duodenalis
mediante la fosforilacidn de los blancos putativos de mTOR s6k, 4EBP y Akt del

parasito.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Identificar in silico los genes putativos s6k, 4EBP y Akt de gTOR en Giardia
duodenalis.

2. Clonar, purificar y expresar algunos de los blancos de gTOR putativo.

3. Purificar la proteina putativa gTOR/ATM

4. Determinar la actividad in vitro de cinasa de gTOR/ATM en los blancos putativos
de gTOR de Giardia duodenalis recombinantes con y sin tratamiento de

rapamicina.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Cultivo axénico de
trofozoitos de Giardia
duodenalis WB

Extraccion de DNA
gendémico

Cultivo axénico de
trofozoitos
transgénicos de Giardia
duodenalis WB ATM-
3HA

Identificacion in silico de
los blancos homdlogos de
la proteina putativa

ATM/gTOR de Giardia
Disefio de
iniciadores
Amplificacion por PCR de Clonacion de los blancos
los blancos homdlogos de homdlogos de la proteina
la proteina putativa putativa gTOR/ATM en el vector
gTOR/ATM de transicion pJET1.2

Subclonacién en el
vector de expresion

Transformacidn en células competentes
Escherichia coli BL21

Induccidn de la expresién

Purificacion de las
proteinas recombinantes

Ensayo in vitro de actividad
de cinasa con y sin
tratamiento de Rapamicina

Inmunopurificacion de
ATM-3HA
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METODOLOGIA

Identificacion in silico de los blancos de gTOR

Se buscaron los blancos putativos de fosforilacién de gTOR a través de las herramientas
bioinformaticas Delta BLAST, BLASTn y BLASTx de NCBI, asi como la herramienta BLASTp de

la base de datos de Giardia (http://giardiadb.org/giardiadb), ingresando las secuencias

nucleotidicas o aminoacidicas, segun corresponda, de los tres blancos de fosforilacién mas
estudiados de TOR: S6K, 4EBP y AKT de Homo sapiens o de organismos evolutivamente mas

relacionados con Giardia duodenalis.

Para identificar los motif funcionales y estructurales importantes para los blancos putativos
de gTOR, se hizo un alineamiento con base en la estructura secundaria y a partir de un
archivo de la proteina cristalizada de cada blanco de fosforilacién utilizando el programa

ESPript 3.0 (http://espript.ibcp.fr/ESPript/ESPript/ ). Primero se generd un alineamiento

con el programa ClustalW, las secuencias ingresadas son las siguientes: AKT1-001 (Homo
sapiens, ENST00000349310.7), Sch9 (Saccharomyces cerevisiae, NP_012075.1), Ypklp
(Saccharomyces cerevisiae, EGA85896.1), AKT (Giardia duodenalis, EES98311.1) y AGC
Family Protein Kinase (Trichomonas vaginalis, XP_001329056_1). Una vez disponible el
archivo con extension aln fue introducido en ESPript 3.0, subiendo ademas el archivo con la
estructura cristalizada de la proteina AKT1 de Homo sapiens, con extensidon pdb

(Identificada como 4EKL en RCSB Potein Data Bank).

Diseiio de iniciadores

Diseno para clonacidn en el vector de expresion pPROEX-I por ligacién convencional:
Una vez obtenidas las secuencias de los ortélogos putativos de los blancos de gTOR

identificados en formato FASTA, se ingresaron en el programa Oligo7, Versién 7.57
(Molecular Biology Insights, Inc.) y se modificd el tamafio de los iniciadores sentido y
antisentido hasta obtener el tamafio minimo con el cual no se generaran estructuras
secundarias y a su vez, que las temperaturas de alineamiento de ambos iniciadores fueran

cercanas entre si y que la temperatura de alineamiento del iniciador con menor Tm vy el
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producto fuera menor a 29° C (segun lo indicado en el manual del programa Oligo 7).
Adicionalmente, al iniciador sentido se le agregé el sitio de restriccion EcoRlI en la posicion
5’; por otro lado, al iniciador antisentido se le agregd el sitio de restriccion BamHI en la

posicién 5.

AKT de Giardia duodenalis (disefiados en este trabajo)

AKT-F1: 5-GAATTCTGATGAGCGACACAGACGTGC-3’

AKT-R1: 5’-GGATCCCTATAGTTTATCAAATGCGTCCTGTGC-3’

Tamario del producto de PCR: 1775 pb

Disefio para clonacidn en el vector de expresion PET100/D-TOPO por ligacion de Gibson:
Una vez obtenida la secuencia en formato FASTA de los ortdlogos putativos identificados

de gTOR, se clonaron in silico en el programa Vector NTI Advance, Versién 11.0 (Invitrogen
Corporation) y las secuencias resultantes se ingresaron en el programa Oligo7, Version 7.57
(Molecular Biology Insights, Inc.), a continuacién se modificé el tamafio de los iniciadores
sentido y antisentido hasta obtener el tamafio minimo con el cual no se generaran
estructuras secundarias y a su vez, que las temperaturas de alineamiento de ambos
iniciadores fueran cercanas entre si y que la temperatura de alineamiento del iniciador con
menor Tmy el producto fuera menor a 29° C. Después se agregaron 20-pb complementarias
al vector de expresion PET100/D-TOPO en el extremo 5° de ambos iniciadores, asi como las
bases necesarias para mantener los sitios de restriccion Nhel en el iniciador sentido y Sacl
en el iniciador antisentido, finalmente se verificod la ausencia de formacion de estructuras

secundarias.

AKT de Giardia duodenalis (disefiados en este trabajo)

AKT-F2: 5’-TCATCATCATCATGGTATGGCTAGCATGAGCGACACAGACG
TGC-3’

AKT-R2 5" AGCAGCCGGATCGTTGAGCTCCTATAGTTTATCAAATGCGT
CCTGTGC-3

Tamario del producto de PCR: 1807 pb
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Cultivos y cepas:

Los trofozoitos de Giardia duodenalis de la cepa WB, genotipo Al, se cultivaron
axénicamente en medio TYI-S-33, pH= 6.8, suplementado con 10% de suero fetal bovino
(Hyclone®) y 1% de antibidtico-antimicdtico (Hyclone®) y se mantuvieron a 37°C en

condiciones microaerofilicas.

Los trofozoitos transgénicos de Giardia duodenalis (ATM-3HA), se cultivaron axénicamente
en medio TYI-S-33, pH=6.8, suplementado con 0% de suero fetal bovino (Hyclone®), 1% de
antibidtico-antimicético (Hyclone®) y Geneticina a una concentracion final de 200 pug/mLy

se mantuvieron a 37° C en condiciones microaerofilicas.

La cepa de Escherichia coli Sure-2 (e14 (McrA¢) A(mcrCB-hsdSMR-mrr)171 endA1 gyrA96 thi-
1 supE44 relA1 lac recB rec) sbcC umuC::Tn5 (Kan') uvrC [F proAB laclqgZAM15 Tn10 (Tet")
Amy Cam']), se crecid en medio LB y se incubd a 37°C; se adiciond Ampicilina a una

concentracién final de 100 pg/mL cuando fue requerido.

La cepa de Escherichia coli XL1-Blue (recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F’
proAB lacl® ZAM15 Tn10 (Tet'")]), se crecié en medio LB y se incubd a 37°C; se adiciond

Ampicilina a una concentracion final de 100 pug/mL cuando fue requerido.

La cepa de Escherichia coli SOLUBL21 (Catherine L. Deatherage, 2012), se crecié en medio
LBy se incubd a 37°C; se adiciond Ampicilina a una concentracién final de 100 pg/mL cuando

fue requerido.

Extraccion de ADN gendmico de Giardia duodenalis:

Se partié de un cultivo confluente de trofozoitos de Giardia duodenalis del aislado WB,
genotipo Al, contenido en un tubo Falcon de 15 mL, éste se incubd de 30 min a 4° C para
despegar las células adheridas en la pared del tubo, posteriormente se centrifugd a 8,000
xg por 3 min a 4° C para formar el botdn celular. Se realizaron dos lavados con 2 mL de PBS
1X frio (137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 10 mM NazHPOas, 2 mM KH;POa, pH 7.4), resuspendiendo

el paquete celular en cada lavado. A continuacidn, se incubd 16 h a 65° C en 350 plL de buffer
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de lisis de Giardia (20 mM tris-HCl pH 7.4, 25 mM EDTA, 25 mM NaCl, 1% SDS, pH=7.4).
Posteriormente, se incubd con RNasa a una concentracion final de 10 ug/mL por 2 h a 65°
C, transcurrido el tiempo de incubacion se realizé la extraccién del ADN por la técnica de
fenol-cloroformo-isoamilico (25:24:1), agregando un volumen igual a la muestra, se mezcld
hasta formar una emulsidn y se centrifugd a 16,000 xg/ 10 min, se recuperd la fase acuosa
y el ADN se precipité con 10% de acetato de sodio 3 M mas dos volumenes de etanol
absoluto frio, a continuacion se dejé a -20° C durante 16h, se centrifugd a 16,000 xg/ 20
min, se decantd el sobrenadante y se lavo tres veces con etanol al 70% a 16,000 xg/ 5 min
para eliminar sales, se decantdé y se secé a temperatura ambiente, finalmente se

resuspendid la pastilla en 100 pL de agua inyectable estéril.

La concentracidn y pureza del ADN se evalué por espectrofotometria con Nanodrop 2000.
Control de integridad y especificidad del ADN gendmico de Giardia duodenalis

La integridad del ADN se confirmé mediante electroforesis en gel de agarosa al 1% con
regulador TBE 0.5X (0.0445 M Tris, 0.0445 M Acido Bérico, 0.001 M EDTA). Adicionalmente,

la especificidad del ADN gendmico fue verificado mediante PCR del gen PDI-1 de Giardia

duodenalis con los siguientes iniciadores (ver anexos):

PDI-1de Giardia duodenalis

Iniciador sentido (PDI-F): 5’-ACTCCTCTGCTCCTTGTG-3’

Iniciador antisentido (PDI-R): 5’-CTCCTTCGCTGCTTTCAC-3’

Tamario del producto de PCR: 423 pb

Condiciones de reaccion
Desnaturalizacion inicial 94° C, 5 min
Desnaturalizacion 94°C,30s

30
Alineamiento 55°C,30s
ciclos

Extension 72°C,30s
Extension final 72° C, 7 min
Incubacién 4°C,
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Clonacion de GdAKT en el vector de expresion pPROEX-I

Amplificacion por PCR de GdAKT para su clonacion en el vector pPROEX-I por ligacion

convencional:

Se probaron los iniciadores GdAKT-F1 y GdAKTR1 (ver anexos) disefiados para la clonacidn
del ortélogo putativo de GdAKT mediante una PCR, partiendo de ADN gendmico de Giardia

duodenalis, del aislado WB (genotipo Al), como molde. A continuacién, se muestra el

contenido de la reaccidn y las condiciones de reaccidn:

Contenido de la reaccion

2X Phusion® Master Mix (NEB) 75 pL
GdAKT-F1, 10 uM 7.5 pL
GdAKT-R1, 10 uM 7.5 uL
ADN molde, 100 ng 3uL

Agua estéril libre de nucleasas

Hasta 150 uL

Condiciones de reaccion

Purificacion de fragmentos de ADN por electroelucidn:

Una vez terminada la amplificaciéon del gen GAAKT por PCR, se cargd en un gel de agarosa
al 1% y se realizd la electroforesis de ADN a 100 V durante 1 h. A continuacion se cortd la
banda del amplicén de tamarfio esperado y se colocd en el receptaculo de una camara de

electroelucion cercano a los canales en forma de “V”, se cargaron 100 pL de acetato de

Desnaturalizacion inicial 98°C,30s
Desnaturalizacion 98°C, 10s
25

Alineamiento 59.5°C, 30s

ciclos
Extension 72°C,53s
Extension final 72° C, 10 min
Incubacidén 4°C,
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amonio 9 My se electroeluyd a 100 V durante 1.5 h. Pasado el tiempo de electroelucion, se
tomaron aproximadamente 250 pL del canal V, y se agregd 10% de acetato de sodio 3 My
2.5 volumenes de etanol de grado biologia molecular al 100%, se mezcld y se incub6 a -20°
durante 16 h. Después, se centrifugd a 16,000 xg por 20 minutos y se lavo 3 veces con etanol
al 70%, finalmente se dejé secar a temperatura ambiente y se resuspendié en 30 pL de agua
estéril libre de nucleasas. La concentracion del inserto se evalud por espectrofotometria
con Nanodrop 2000 (Thermo Scientific).

Ligacion con pJET1.2/blunt y transformacion
Se hizo la siguiente mezcla de ligacién, manteniendo en hielo:

2X Reaction Buffer 5uL

Producto de PCR purificado | 4 uL

pJET1.2/blunt 50 ng/uL 0.5 uL
Ligasa T4 0.5 pL
Agua Hasta 10 pL

Se dejo incubar en hielo por 10 minutos y después, la totalidad de la reaccién de ligacién se
transformé en una alicuota de 50 pL de células quimiocompetentes Escherichia coli SURE2
(ver anexos), incubando 30 min en hielo, posteriormente se sometieron las células a choque
térmico, incubando 1 min a 42° C e inmediatamente después se colocaron en hielo por 2
min. Se adiciond un volumen de 250 pL de medio LB sin ampicilina y se incubaron a 37° C
durante 1 h en agitacidn constante. Finalmente, se plagued uniformemente la totalidad de
la suspension bacteriana transformada en una caja Petri con medio LB sélido conteniendo

ampicilina a una concentracion final de 50 ug/mLy se incubé a 37° C por 18 h.

PCR de colonia

Partiendo de colonias frescas, se suspendid cada una en 20 plL de agua estéril libre de

nucleasas y se hirvieron las suspensiones durante 5 min. Después se centrifugaron 1 min a
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16,000 xg. A continuacion, éstas se tomaron como ADN molde y se incluyeron en la reaccién

de PCR como se indica:

Taq Buffer +KCl —MgCl, 10X 2.5uL

dNTPs 10 mM 0.5 uL

GdAKT-F1, 10 puM 0.5 ulL

GdAKT-R1, 10 uM 0.5 uL

ADN molde, 5 uL 2.5uL

MgCl225 mM 1.5 uL

Taq Polimerasa (Thermo Scientific®) 0.125 pL
Condiciones de reaccion

Desnaturalizacion inicial 94° C, 5 min

Desnaturalizacion 94°C,30s

Alineamiento 59.5°C, 30s 2

ciclos

Extension 72° C, 1 min

Extension final 72° C, 7 min

Incubacidn 4° C, =

Extraccion de plasmidos bacterianos por Easyprep

Se siguid el protocolo del tomo 1, apartado 1.29 de Sambrook, partiendo de un cultivo puro
de Escherichia coli de la cepa SURE2, XL1-Blue o SOLU-BL21 en medio LB liquido con 100
ug/mL de Ampicilina, se colectd el paquete celular y se agregé un volumen de 60 uL de
buffer de lisis (10 mM Tris-HCl pH=8, 10 mM EDTA, 0.1 mg/mL BSA, 0.2 mg/mL RNAsa A,
15% m/v Sacarosa, 2mg/mL Lisozima) por cada 3 mL de cultivo, resuspendiendo la pastilla
sin hacer burbujas. Se incubd 5 min a temperatura ambiente y después se hirvid 1 min,
inmediatamente después se colocd en hielo durante 1 min y se centrifugé a 16,000 xg
durante 15 min. Finalmente, se recuperd el sobrenadante y se guardd a -20° C (Joseph

Sambrook, 1989).
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Extraccion de plasmidos bacterianos por Miniprep

Se siguid el protocolo establecido en el tomo 1, apartado 1.34 de Sambrook, partiendo de
un cultivo puro de Escherichia coli de la cepa SURE2, XL1-Blue o SOLU-BL21 (ver anexos) en
medio LB liquido con 100 pug/mL de Ampicilina, se colectd el paquete celular y se lavé una
vez con Buffer STET (0.1 M NaCl, 10 mM Tris-HCl pH=8, 1 mM EDTA pH=8, 5% Triton X-100)
para después resuspenderlo en 350 pL de Buffer STET por cada 3 mL de cultivo crecido
durante 18h a 37° Cy en agitacidn constante, se agregd un volumen de 25 mL de lisozima
(10mg/mL) y se incubd 4 min a temperatura ambiente. El preparado se hirvié por 1.5miny
en seguida se colocé en hielo por 30s. A continuacidn, se centrifugd a 14,000 xg por 10 min
y al sobrenadante se agregd un volumen de 4 uL de RNAsa A (10mg/mL), se incubd 20 min
a 65° Cy después se agregod un volumen igual de Fenol-cloroformo-isoamilico (25:24:1), se
agitd vigorosamente hasta formar una emulsién y se centrifugd 5 min a 14,000 xg. A
continuacion, se recuperd la fase acuosa y se precipité el ADN agregando 10% de acetato
de sodio 3 My 2.5 volimenes de etanol al 100% de grado biologia molecular, incubando 16
h a-20° C. Después, se centrifugd a 14,000 xg por 20 min y se lavd 3 veces la pastilla de ADN
con etanol al 70%, se dejd secar a temperatura ambiente y se resuspendio la pastilla de ADN

en 50-100 pL de agua estéril libre de nucleasas (Joseph Sambrook, 1989).

Purificacion de fragmentos de ADN por electrodialisis

Para realizar la subclonacién en el vector de expresion pPROEX-I, primero se digirié el vector
de expresion con el par de enzimas EcoRl y BamH], utilizando 20 g de vector en un volumen
total de reaccion de digestion de 250 L. La digestion se cargé en un gel de agarosa al 1%y
se realizd la electroforesis de ADN a 100 V durante 1 h. Se cortd la banda del gel,
correspondiente al vector vacio y se purificd de la siguiente manera: se colocé el fragmento
de gel en una membrana Spectra/Por®2 (12-14 kDa), se asegurd un lado de la membrana
con una pinzay se agregaron 300 plL de Buffer TBE en el interior, después se asegurd el otro
lado de la membrana con otra pinza y se sumergié en una cdmara de electroforesis

conteniendo buffer TBE, después, se dejo correr la electroforesis de ADN a 100 V hasta que
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todo el ADN se saliera del gel, inspeccionando con una lampara UV. Posteriormente, se
recuper6 el buffer TBE del interior de la bolsa, conteniendo ADN y se colocé en un tubo
Eppendorf de 1.5 mL, agregando 10% de acetato de sodio 3 My 2.5 volumenes de etanol al
100% de grado biologia molecular, se mezclé y se dejo precipitar por 16 h a -20° C.
Finalmente, se centrifugd a 16,000 xg por 20 min, se lavd a pastilla 3 veces con etanol al
70%, se dejoé secar a temperatura ambiente y se resuspendidé en agua estéril libre de

nucleasas. La concentracion se verificod por espectrofotometria con Nanodrop 2000.

Restriccidn y ligacion con el vector de expresion pPROEX-I

Una vez clonado el gen GJAKT en el vector de transicidon pJET1.2/blunt, se digirid con el par
de enzimas EcoRI (New England BioLabs®) y BamHI (New England BiolLabs®), se cargd en un
gel de agarosa al 1% y se llevd a cabo la electroforesis a 110 V durante 1 h, a continuacién,

se purificd la banda correspondiente al inserto GJdAKT por electrodidlisis.

Una vez disponibles ambos fragmentos puros (vector vacio e inserto), se prepararon
mezclas de ligacion con volumenes finales de 20 pL y con proporciones vector:inserto de
1:3, 1:5 1:6 y 1:10, estas reacciones de ligacion se transformaron en células
guimiocompetentes de Escherichia coli SURE2 y XL1-blue y en células electrocompetentes

de Escherichia coli SURE2.

Clonacion de GJAKT en el vector de expresion PET100/D-TOPO

Amplificacion por PCR de GdAKT para la clonacién en el vector PET100/D-TOPO por
ligacion Gibson:

Se probaron los iniciadores GdAKT-F2 y GAAKT-R2 (ver anexos) disefiados para la clonacién
del ortélogo putativo de GAAKT mediante una PCR, partiendo de ADN gendmico de Giardia
duodenalis, del aislado WB (genotipo Al), como molde. A continuacion, se muestra el

contenido de la reaccidn y las condiciones de reaccidn:
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Contenido de la reaccion
5X Phusion HF Buffer 50 pL
GdAKT-F2, 10 uM 12.5 uL
GdAKT-R2, 10 uM 12.5 uL
dNTPs, 10 mM 5puL
ADN molde 2.5 uL
Phusion DNA Polymerase 2.5ulL
Agua estéril libre de nucleasas Hasta 250 uL
Condiciones de reaccion
Desnaturalizacion inicial 98°C, 30s
Desnaturalizacion 98°C,10s
Alineamiento 58.1°C, 30 s >
ciclos
Extension 72°C, 1 min
Desnaturalizacion 94°C,30s 30
Alineamiento + Extensidn 70°C,2min10s ciclos
Extension final 72° C, 10 min
Incubacién 4°C,

El volumen total de la PCR se cargd en un gel de agarosa al 1% con regulador 1x TBE y se
llevé a cabo la electroforesis por 1 ha 100 V, después se cortd la banda de tamano esperado

y se purifico por electrodidlisis.

Extraccion de plasmidos bacterianos por Midiprep

Partiendo de un cultivo puro de 150 mL de bacterias transformadas con el vector de
expresion PET100:GAdRAD51, complementado con ampicilina a una concentracién final de
con 100 pg/mL, se repartid en tubos Falcon de 50 mL y se centrifugaron a 6,000 xg por 15
min a 4° C. Después se resuspendié la pastilla celular de 150 mL de cultivo en 4 mL de buffer

P1 frio, a continuacion, se agregaron 4 mL de buffer P2 y se agité vigorosamente, incubando
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5 min a temperatura ambiente. A continuacion, se agregaron 4 mL de buffer P3 frio y se
mezclé vigorosamente, incubando 15 min en hielo inmediatamente después. En seguida,
se centrifugd a 16,000 xg por 10 min a 4° C. Después, se equilibré una columna QIAGEN-
tip100 aplicando 4 mL de buffer QBT y permitiendo que se vaciara la resina por accién de la
gravedad y se lavé la columna con 10 mL de buffer QC. En seguida, se eluyé el ADN con 5
mL de buffer QF y se precipité agregando 3.5 mL de isopropanol a temperatura ambiente.
Finalmente, se centrifugd a 16,000 xg por 30 min y lavando la pastilla de ADN con etanol al

70%, se dejo secar y se resuspendio en 200 pL de agua estéril libre de nucleasas.

Restriccion del vector de expresion PET100:GdRAD51

Se digirieron 30 g de vector PET100 con el gen RAD51 e Giardia duodenalis como inserto,

con el par de enzimas Nhel y Sacl como se indica a continuacion:

Sacl (New Engalnd BiolLabs®) 15 ulL

Nhel (New Engalnd BioLabs®) 30 uL

NEBuffer 1.1 30 pL
PET100:GdRAD51 30 ug
Agua Hasta 300 pL

La digestion se incubo por 16 h a 37° Cy después se cargd en un gel de agarosa al 1% con
regulador TBE, se corté la banda correspondiente al vector vacio y se purificd por

electrodialisis.

Ligacion Gibson en el vector de expresion PET100 vacio
Una vez purificados el inserto y el vector de expresién vacio, se concentraron en un

concentrador de vacio (Vacufuge™ Eppendorf) y se prepard la mezcla de ligacién de Gibson,

con una proporcién vector:inserto de 1:3:

PET100 vacio 500 ng
GdAKT 474 ng
Gibson mix 15 pL

Agua Hasta 22 pL
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A continuacidn, se incubd la reaccién a 50° C, 1 h y se transformo la mitad de la mezcla en

células quimiocompetentes de Escherichia coli XL1-Blue.

Las candidatas se analizaron por PCR, restriccidn y secuenciacién.

Analisis de candidatas por PCR

Primero se realizaron extracciones de plasmido Easyprep de las candidatas, y en seguida se

prepararon los mix de PCR como se indica:

Taq Buffer +KCl —MgCl, 10X 2.5uL

dNTPs 10 mM 0.5 uL

GdAKT-F2, 10 uM 0.5 puL

GdAKT-R2, 10 uM 0.5 uL

ADN molde 0.5 uL

MgCl; 25 mM 1.5 puL

Taq Polimerasa (Thermo Scientific®) 0.125 pL

Agua Hasta 25 ulL

Condiciones de reaccion

Desnaturalizacion inicial 98°C,30s

Desnaturalizacion 98°C, 10s

Alineamiento 58.1°C, 30 s >
ciclos

Extension 72°C, 1 min

Desnaturalizacion 94°C,30s 30

Alineamiento + Extension 70°C,2min 10 s ciclos

Extension final

72° C, 10 min

Incubacion

4°C,
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Utilizando el par de primers T7-

FyT7-R:

Inserto del vector PET100:GdAKT

T7-F:

5’-TAATACGACTCACTATAGGG-3’

T7-R:

5-TAGTTATTGCTCAGCGGTGG-3’

Tamafio del producto de PCR: 1,966 pb

Taq Buffer +KCl —MgCl, 10X 2.5uL

dNTPs 10 mM 0.5 uL

T7-F, 10 uM 0.5 puL

T7-R, 10 uM 0.5 uL

ADN molde 1l

MgCl; 25 mM 1.5 puL

Taq Polimerasa (Thermo Scientific®) 0.125 pL

Agua Hasta 25 ulL
Condiciones de reaccion

Desnaturalizacion inicial 94° C, 5 min

Desnaturalizacion 94°C,30s

Alineamiento 59°C, 30s 2

ciclos

Extension 72° C, 2 min

Extension final 72° C, 7 min

Incubacidn 4° C, =

Analisis por restriccion

Partiendo de plasmidos extraidos por Easyprep, se realizd una digestién con la enzima

Hindlll (New Engalnd BiolLabs®):

Q.F.B. Esteban Torres Dimas



Hindlll (New Engalnd BioLabs®) 14.5 pL
NEBuffer 2.1 0.5 uL

ADN (PET100:GdAKT) 2.0 pL
Agua Hasta 20 pL

Expresion de proteinas recombinantes

La construccién PET100:GdAKT fue transformada en células quimicamente competentes de
la cepa de Escherichia coli SOLUBL-21 (ver anexos) (Catherine L. Deatherage, 2012). Una
colonia aislada se cultivéd en medio LB (suplementado con 100 pg/mL de ampicilina) toda la
noche a 37° C. Posteriormente se utilizd este cultivo para inocular 500 mL de medio LB
(suplementado con 100 pg/mL de ampicilina) hasta alcanzar una ODesoo= 0.5. A
continuacion, se indujo la expresién de la proteina con 0.5 mM IPTG y se incubd a 37°C, por

4 h en agitacion constante, luego el cultivo se enfrié y se colectd el pellet bacteriano.

Purificacion de proteinas recombinantes

El paquete celular de 500 mL de cultivo inducido con 0.5 mM IPTG durante 4 h a 37°C fue
resuspendido en 6.25 mL de buffer Al (1X Buffer de lisis (300 mM Tris pH=7.5, 2M NacCl, 20
mM MgClz), 30 mM Imidazol, 800 uM PMSF, 3.4 mM B-Mercaptoetanol, 300 mM NacCl, 2
mM Benzamidina) para sonicar 10 veces a 100% de potencia durante 5s, con descansos de
35s. El lisado crudo se clarificé por centrifugacion (18,000 xg/ 40 min a 4° C), y el
supernadante se filtré con un tamafio de poro de 0.22 um para después hacerlo pasar por
una columna con perlas de Agarosa-niquel a 4° C. La fraccidon no unida se recuperd y guardo.
En seguida se realizé un primer lavado con 7 mL de Buffer A1, guardando la fraccidn eluida.
A continuacion, se realizd un segundo lavado haciendo pasar 7 mL de Buffer A2 (1X Buffer
de, 50 mM Imidazol, 800 uM PMSF, 3.4 mM [-Mercaptoetanol, 300 mM NacCl, 2 mM

Benzamidina), guardando la fraccién eluida. Finalmente, se eluyd la proteina recombinante,
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haciendo pasar 10 mL de Buffer B (1X Buffer de, 300 mM Imidazol, 800 uM PMSF, 3.4 mM
B-Mercaptoetanol, 300 mM NaCl, 2 mM Benzamidina) y recuperando 10 fracciones de 1 mL
cada una. Estas fracciones se mezclaron y concentraron en unidades Amicon® Ultra-4 para

filtracidn con centrifuga, se alicuotaron y guardaron a -80° C.

Extraccion total de proteinas de Giardia duodenalis:

Para la obtencion de extractos celulares de trofozoitos se cosecharon aproximadamente 50
millones de células por enfriamiento de los tubos de cultivo en hielo durante 30 min para
permitir que las células se despeguen. Estas se lavaron tres veces con PBS 1X centrifugando
a 7,000 xg/10 min. La pastilla celular se resuspendié en 800 uL de Buffer RIPA (50 mM Tris-
HCl (pH=8), 0.5% desoxicolato de sodio, 150 mM NaCl, 0.1% SDS y 1% Tritén X-100)
complementado con un coctel de inhibidores de proteasas cOmplete Mini, EDTA-free de
(Roche®) a una concentracién final de 3X. El preparado se incubard a 4°C, durante 30 min

en agitacion constante.

Inmunopurificacion de ATM-3HA

El extracto total de proteinas de un cultivo confluente de 50 mL trofozoitos transgénicos se
incubd con 5 plL de perlas de agarosa recubiertas de anti-HA (Pierce™ Anti-HA Agarose.
Thermo®) previamente incubadas con 0.1% BSA, 1 h, a 4° C) durante 2h a 4°C en agitacién
constante, una vez transcurrido el tiempo de incubacion se centrifugé a 16,000 xg/ 1 min,
se guardd el sobrenadante y se lavaron las perlas 3 veces con TBS-T (Thermo®) durante 5
min en agitacion constante. Una vez lavadas se guardaron a 4° C para su posterior

utilizacién.

Electroforesis de proteina en SDS-PAGE y Western blot

Para la identificacion de los blancos de fosforilacion putativos de gTOR las muestras se
corrieron en geles SDS-PAGE al 10% con buffer Laemmli 5X + 5% [-Mercaptoetanol (250
mM Tris-HClI pH=6.8, 10% SDS, 20% Glicerol, 0.01% Azul de bromofenol). Para la
identificacion de gTOR/ATM-3HA, las muestras se corrieron en geles SDS-PAGE al 6%
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conteniendo 8M Urea y cargando la muestra como sigue: (5uL de Inmunopurificacién, 20%
Laemmli 5X, 2.5% B-Mercaptoetanol, 40% Buffer de muestra Pierce® y 8M Urea en un
volumen final de 80pL). Después de la electroforesis, las proteinas se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa Hybond C (Amersham Biosciences) en buffer de transferencia
(48 mM Tris (pH 8.3), 39 mM glicina, 20% metanol (v/v), 0.037% SDS), en el caso de la
deteccion de los blancos de fosforilacion de gTOR, o bien a membranas de PVDF
(PerkinElmer®) para la deteccidon de gTOR/ATM-3HA. La membrana se bloqued con 5% de
leche Svelty por una hora y posteriormente se incubd con el anticuerpo primario: anti-
PolyHis para los blancos de fosforilacion de gTOR durante 1h a 4° C; o bien anti-HA + 5%
leche para gTOR/ATM-3HA durante 16h a 4° C. En seguida las membranas se lavaron 3 veces
por 5 min con TBS-T (11.5 mM Tris, 38.45 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 0.1% Tween-20) y se
incubaron una hora con el anticuerpo secundario (anti-Mouse), las membranas se lavaron
nuevamente 3 veces por 5 min con TBS-T y se revelaron empleando placas

autorradiograficas.

Ensayo de actividad cinasa:

Inmunodeteccidn de la actividad de cinasa: La proteina gTOR/ATM-3HA, unida a perlas de
agarosa recubiertas con anti-HA (Thermo®) fue incubada con 4 pg de GdAKT en una
reaccion de 30 pL, 1X buffer de cinasa (250 mM Tris-HCI, 200 mM MgCl,, 0.2% Tween20,
500 mM KCl), 200 uM ATP, 1X cOmplete (Roche®), 0.5 mM DTT; 10 mM MnCl; o 10 mM
MgCl,, segun corresponda; 20 M Rapamicina, 0.75 uM Temsirolimus, 500 uM Ku55933 o
10 uM Cafeina, segun corresponda y agua hasta 30 pL. A continuacion, se incubaron las
reacciones a 30° C durante 30 min e inmediatamente después se agregaron 7 pL de Laemmli
5X + 5% [-Mercaptoetanol para detener la reaccién, a continuacion se hirvieron las
reacciones durante 5 min y se centrifugaron a 14,000 xg por 5 min, se tomé el sobrenadante
y se cargo en un gel SDS-PAGE al 10%, se llevé a cabo la electroforesis a 140 V durante 1.5
h, se transfirié a una membrana de nitrocelulosa a 0.3 A (amperaje constante) por 30 miny
la membrana se bloqued con 5% de leche en TBS-T. Después se incubd la membrana con

anticuerpo primario (anti P-Tr 1:5,000 o anti P-Ser 1:5,000, segun corresponda) por 16 h, se
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lavd 3 veces con TBS-T por 5 min/lavado y se incubd con el anticuerpo secundario (anti-
mouse 1:30,000) por 1 h, se lavd 3 veces nuevamente con TBS-T y se reveld, empleando

placas autorradiograficas.

Deteccion radioactiva de la actividad de cinasa: La proteina gTOR/ATM-3HA, unida a perlas
de agarosa recubiertas con anti-HA (Thermo®) fue incubada con 4 pug de GdAKT en una
reacciéon de 30 pL, 1X buffer de cinasa (250 mM Tris-HCIl, 200 mM MgCl,, 0.2% Tween20,
500 mM KCl), 10 uM ATP frio, 2 uCi [y32P]ATP, 1X cOmplete (Roche®), 0.5 mM DTT; 10 mM
MnCl; o 10 mM MgCly, segun corresponda; 20 uM Rapamicina, 0.75 uM Temsirolimus, 500
puM Ku55933 o 10 uM Cafeina, segun corresponda y agua hasta 30 plL. A continuacion, se
incubaron las reacciones a 30° C durante 30 min e inmediatamente después se cargaron en
un gel SDS-PAGE al 12%, se corrio la electroforesis durante 4 h a 140 V y se tifid el gel con
Coomassie (25% Metanol, 12.5% Acido acético glacial y 2% Coomassie) durante 30 min.
Posteriormente se destifié el gel con solucién destefiidora (25% Metanol, 12.5% Acido
acético glacial y agua) el tiempo necesario para observar bandas en el gel. Después se seco
el gel y se expuso a éste una placa autorradiografica por 6 h para finalmente revelar y fijar

dicha placa.
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RESULTADOS

Objetivo 1: Identificacion in silico de los blancos putativos genes putativos s6k, 4EBP y Akt

de gTOR en Giardia duodenalis.

Dado el minimalismo que caracteriza a Giardia duodenalis, asi como la tendencia del
pardsito a presentar una cantidad inusual de inserciones aminoacidicas que dificultan la
tarea de encontrar ortélogos (Hilary G. Morrison, 2007), ademas de utilizar las
herramientas bioinformdaticas BLAST convencionales como BLASTn y BLASTp, se utilizé un
algoritmo diferente para BLASTp llamado DELTA-BLAST (Domain Enhanced Lookup Time
Accelerated BLAST), que realiza una busqueda de dominios conservados en una base de

datos antes de hacer el alineamiento local.
Identificacion in silico de S6K:

Para identificar al posible ortélogo de S6K en Giardia primero se utilizaron las secuencias
nucleotidica y aminoacidica de S6K1 de Homo sapiens utilizando las herramientas BLASTn,

BLASTp y DELTA-BLAST de NCBI.

La busqueda con BLASTn no arrojé resultados:

BLAST ° »» blastn suite » RID-KXXKV4GS015 Home  RecentResults  Saved Strategies  Help
BLAST Results

‘ @ Your search is limited to records that include: Giardia (taxid:5740) »Full Entrez Query,

Editand Resubmit Save Search Strategies > Formatting options & Download Youllfll} How to read this page  Blast report description

Job title: S6K Homo sapiens

RID KXXKV4GS01S (Expires on 07-07 12:56 pm)
Query ID |cl|Query_110699 Database Name nr
Description S&K Hemo sapiens Description Nucleotide collection (nt)
Molecule type nucleic acid Program BLASTN 2.8.0+ b Citation
Query Length 1578

‘ @ No significant similarity found. For reasons why,click here ‘

Fig. 12. Busqueda in silico del ortdlogo putativo de S6K de Giardia duodenalis por BLASTn, usando la

secuencia S6K de Homo sapiens.

La busqueda con BLASTp y DELTA-BLAST arrojé resultados poco fiables, puesto que ninguno

es ortélogo de S6K:
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Putative conserved domains have been detected, click on the image below for detailed results.
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158 158 83% 2ed2
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Fig. 13. Busqueda in silico del ortélogo putativo de S6K de Giardia duodenalis por DELTA-BLAST, usando la

secuencia S6K de Homo sapiens.

Del mismo modo, utilizando las secuencias de Homo sapiens se buscé el ortélogo de S6K en
Trichomonas vaginalis, un parasito evolutivamente mas relacionado a Giardia, para

después utilizarlo para encontrar al ortélogo de Giardia, sin embargo, no se encontraron

BLAST * » blastn suite » RID-KXXHAZOK015 Home  RecentResults  Saved Strategies  Help

BLAST Results

| @ Your search is limited to records that include: Trichomonas (taxid:5721) &Full Entrez Query
Edit and Resubmit Save Search i > Formatting_optiens > Download YoullliJ How to read this page Blast report

Job title: S6K Homo sapiens

RID KXXHAZOKO1S (Expires on 07-07 12:55 pm)

Query ID Icl|Query_81193 Database Name nr
Description 56K Homo sapiens Description Nucleotide collection (nt)
Molecule type nucleic acid Program BLASTN 2.8.0+ b Citation

Query Length 1578

[@ no significant similarity found. For reasons why,dlick here

similitudes significativas y no se ha reportado en la literatura.

Fig. 14. Busqueda in silico del ortélogo putativo de S6K de Trichomonas vaginalis por BLASTn, usando la

secuencia S6K de Homo sapiens.

ldent | Accession
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Por otro lado, si se ha reportado un ortélogo de S6K en Saccharomyces cerevisiae (Yuehua

Wei, 2009; Robbie Loewith, 2011; Yoko Otsubo, 2017), por lo que se utilizaron las

secuencias correspondientes en las herramientas BLASTn,

encontrar el ortélogo en Giardia:

BLASTp y DELTA-BLAST para

producing significant ‘with E-value BETTER than

Putative conserved domains have been detected, click on the image below for detailed results. =)
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superfanilies €2 superfamily PKc_like superfamily iomen 2

thetop’ i @
Mouse over 1o see the title, click to show alignments
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Fig. 15. Busqueda in silico del ortélogo putativo de S6K de Giardia duodenalis por DELTA-BLAST, usando la

secuencia del ortélogo Sch9 de Saccharomyces cerevisiae.

Entre los resultados destacan las cinasas PKA y AKT, sin embargo, no se encontré un

ortélogo de S6K en Giardia duodenalis. Cabe mencionar que usando la secuencia de Homo

sapiens para encontrar el ortélogo de S6K en Saccharomyces, el mejor resultado no es Sch9,

Putative conserved domains have been detected, click on the image below for detailed results.
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sino una cinasa llamada Ypklp, este resultado sera incluido en el alineamiento para

encontrar los motifs funcionales conservados:

Fig. 16. Busqueda in silico del ortélogo putativo de S6K de Saccharomyces cerevisiae por DELTA-BLAST,

usando la secuencia S6K de Homo sapiens.

Finalmente, utilizando la herramienta BLASTp de la base de datos de Giardia, se reafirmo la

ausencia de un ortélogo bien conservado de S6K:
8 Genes from Step 1 [0

strategy: BLAST

= ¥ Click on a number in this table to limit/filter your results

Giardia Spironucleus
Re,::LItS %TEEL;]SQ G Assemblage A2 | G Assemblage A G Assemblage B G Assemblage E | S.salmonicida
isolate DH isolate WB isolate GS_B | isolate GS isolate P15 ATCC50377
50 " 8 8 8 ] 9 9
= T Assemblage A Genes
Mot Deprecated | Deprecated
8 0
Scaore E
GL5@883_11364-t26_1-pl | transcript=GL5@803_11364-t26_1 | gene=... 231 le-67 Kinase AGC AKT
GL58883_86444-t26_1-pl | transcript=GL5@883_86444-t26_1 | pene=... 221 2e-a5 Kinase AGC PKA
GL59883_11214-t26_1-pl | transcript=GL58803_11214-t26_1 | gene=... 285 Ge-60 Kinase AGC PKA
GL5@8@3_221692-t26_1-pl | transcript=GL588083_221692-t25 1 | gen... 1A% Ze-45 Hypothetical Protein
GL58803_8587-t26_1-pl | transcript=GLS@883_8587-t26_1 | gene=GL... 164 Se-44 Kinase AGC NDR
GL5@883_17566-t26_1-pl | transcript=GL5@803_17566-t26_1 | gene=... 142 Te-36
GL58863 14661-t26_1-pl | transcript=GL58883 14661-t26 1 | gene=... 139 1e-35
GL5@883_16034-t26_1-pl | transcript=GL58803_16@34-t26_1 | gene=... 137 5e-35

Fig. 17. Busqueda in silico del ortélogo putativo de S6K de Giardia duodenalis por BLASTp (base de datos de

Giardia duodenalis), usando la secuencia del ortélogo Sch9 de Saccharomyces cerevisiae.

Identificacion in silico de 4EBP:

Dado a que no se identificaron ortélogos de EIF4EBP1 (4EBP) en Saccharomyces o
Trichomonas en la literatura, se procedio a buscarlos directamente por BLAST. Para esto, se
utilizaron las herramientas BLASTn y DELTA-BLAST, ingresando la secuencia nucleotidica y
aminoacidica de Homo sapiens, respectivamente. Sin embargo, no se encontraron

ortélogos para ninguna especie.
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Saccharomyces:

® -
BLAST 5 blastp suite » RID-M74V4NA4014 Home  RecentResults SavedStrategies  Help
BLAST Results
[ © Your search is limited to records that include: i wFull Entrez Ouery
Edit and Resubmit  Save Search Stralegies P Formating_opfions > Download Voul How o read this page  Blast report descripion

DELTA-BLAST {Domain Enhanced Lookup Time Accelerated BLAST)
Job title: 4EBP Homo sapiens

RID ¥
Query ID
Description
Molecule type =
Query Length 11!

< on 07-11 00:55 am)

Database Name nr
Description All non-redundant GenBank CDS trans excluding enviro samples from
WGS project

Program BLASTP 2.8.0

[0 o significant similarity found. For reasons why,dlick here |

Gther reports: P Search Summary

Fig. 18. Busqueda in silico del ortélogo putativo de 4EBP de Saccharomyces cerevisiae por BLASTp, usando

la secuencia 4EBP de Homo sapiens.
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DELTA-BLAST (Domain Enhanced Lookup Time Accelerated BLAST)

Job titie: 4EBP Homo sapiens

RID 17 {Expires on 07-11 00:56 am)
Query 1D ery_123527 Database Name nr
Description 4E8P Homo sapiens iptic Al GenBank CDS & wissProt+PIR+PRF excluding samples from
Molecule type aminc 2cid WGS projects
Query Length 118 Program BLASTP 2.8.0+ b Citation

Other reports: b Search Summary [Tsxonomy reports] [Distance tree of results] [Multiple alignment] [MSA viewer]

[EM Analyze your query with SmartBLAST
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Putative conserved domains have been detected, click on the image below for detailed results.
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Fig. 19. Busqueda in silico del ortélogo putativo de 4EBP de Trichomonas vaginalis por BLASTp, usando la

secuencia 4EBP de Homo sapiens.

A continuacidn, se realizé la blsqueda in silico del ortélogo en Giardia duodenalis con la
secuencia 4EBP de Homo sapiens, a falta de ortdlogos caracterizados en organismos
evolutivamente mas relacionados. Sin embargo, no se encontraron similitudes significativas
usando las herramientas BLASTn, BLASTp o DELTA-BLAST de NCBI, esto se corroboréd
ingresando la secuencia aminoacidica de 4EBP humana en la herramienta BLASTp de la base

de datos de Giardia:
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= ¥ Click on a number in this table to limit/filter your results

Giardia Spironucleus

All [ Ortholog

Resulis| Groups G Assemblage AZ | G Assemblage A (G.Assemblage B G Assemblage E | 3.salmonicida

izolate DH isolate WB isolate GS_B | isolate GS isolate P15 ATCCB0377
7 4 1 1 2 2 1 0

= T Assemblage A Genes
Mot Deprecated | Deprecated
1 0

Scare E

GL5A2@3_95998-126 1-pl | transcript=GL5@S@3_95988-t26_1 | gene=... 28.5 1.6 Hypothetical Protein

Fig. 20. Busqueda in silico del ortélogo putativo de 4EBP de Giardia duodenalis por BLASTp (base de datos

de Giardia duodenalis), usando la secuencia de 4EBP de Homo sapiens.

Identificacion in silico de AKT:

Para esto se utilizd la herramienta DELTA-BLAST de NCBI, ingresando la secuencia

aminoacidica de AKT de Homo sapiens, encontrando un homodlogo en Giardia ya

identificado en la base de datos como AKT.

Putative conserved domains have been detected, click on the image below for detailed results. =) producing with E-value BETTER than threshold
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Fig. 21. Busqueda in silico del ortélogo putativo de AKT de Giardia duodenalis por DELTA-BLAST, usando la

secuencia AKT1 de Homo sapiens.
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Adicionalmente, este resultado se confirmé utilizando la herramienta BLASTp de la base de

datos de Giardia:
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= ¥ Click on a number in this table to limit/filter your results

Giardia Spironucleus
ReJ::LItS %TEEEE G Assemblage AZ | G . Assemblage 4 & Assembiage B G.Assemblage E | S.salmonicida
isolate DH isolate WB isolate GS_E | isolate GS isolate P15 ATCCHO3TT
50 10 9 8 8 8 g g
= ¥ Assemblage A Genes
Mot Deprecated | Deprecated
3 0
) Score E
GL58803_B6444-t26_1-pl | transcript=GL58803_56444-t26_ 1 | gene=... 247 1e-75  Kinase AGC PKA
GL5@883_11364-126_1-pl | transcript=GL5@883_11384-t26_1 | gene=... 219 2e-63  Kinase AGC AKT
GL58803_11214-t26_1-pl | transcript=GL58803_11214-t26 1 | gene=... 218 2e-52 Kinase AGC PKA
GL50883_16834-t26_1-pl | transcript=GL5@883_16834-t26_1 | gene=... 170 %e-47  Kinase CAMK
03_221692-t26_1-pl | transcript=GL598@3_221692-t26_1 | gen... 161 Se-43 Hypothetical Protein
3_14364-126_1-pl | transcript=GL5@8@3_14384-t26_1 | gene=... 153 se-48  Kinase CAMK
803_14661-t26_1-pl | transcript=GL5@883_14661-t26_1 | gene=... 153 2e-48  Kinase CAMK
3_8587-t26_1-pl | transcript=GL58883_8587-t26_1 | gene=GL... 147 2e-38  Kinase NDR

Fig. 22. Busqueda in silico del ortélogo putativo de AKT de Giardia duodenalis por BLASTp (base de datos de

Giardia), usando la secuencia de AKT de Homo sapiens.

El hallazgo del ortélogo de AKT en Giardia duodenalis es consistente con lo ya publicado,
puesto que, en 2005 se reportd un ortélogo de AKT en Giardia (Kyu-Tae Kim, 2005).Por lo
tanto, se verificd la existencia de un ortélogo de AKT en Giardia, con un valor E

estadisticamente confiable de 2e-63.

A continuacidn, para identificar los motif funcionales y estructurales importantes para los
blancos putativos de gTOR, se hizo un alineamiento de la secuencia de las proteinas
ortélogas de AKT de diferentes organismos modelo, tomando en cuenta la estructura

secundaria de AKT de H. sapiens, utilizando el programa ESPript 3.0.
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b)

Fig. 23. Alineamiento de la proteina AKT de diferentes organismos modelo para la identificacion de los
motifs funcionales conservados y superposicion estructural de las proteinas GAAKT (prediccion) y HsAKT1
(porcién cristalizada). a) En el alineamiento, los recuadros rojos con letras blancas marcan los residuos
conservados y los recuadros con perimetro azul y letras rojas marcan residuos ligeramente conservados, con
caracteristicas quimicas similares. El alineamiento basado en la estructura secundaria se realizé utilizando el

programa ESPript 3.0 (http://espript.ibcp.fr/ESPript/ESPript/ ), en donde se alimenté un alineamiento

previamente realizado con el programa ClustalW. b) Las estructura cristalizada de HsAKT1 (ROJO) se obtuvo
de la base de datos de proteinas RCSB PDB (identificada con el nimero de acceso 3096) y la estructura de

GdAKT (AZUL) se mand6 modelar al servidor Itasser (https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/). El

alineamiento estructural se realizd en el programa Pymol de The Pymol Molecular Graphic System ingresando

las estructuras en formato pdb.

En el alineamiento anterior, se destaca en azul el dominio de cinasa, constituido por los
residuos F150-F408 en la secuencia de Homo sapiens; y en rojo se resalta el sitio activo del
dominio cinasa que abarca los residuos R273-D292. Se puede observar claramente una
mayor homologia en el dominio cinasa, entre los diferentes ortélogos e importantemente
el residuo D274, que se ha reportado como el donador de protones del sitio activo, se

encuentra conservado en la proteina AKT de los diferentes organismos. Cabe mencionar
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que es evidente que la secuencia de Giardia duodenalis, tiene una mayor cantidad de
inserciones aminoacidicas, una caracteristica ya bien reportada con anterioridad (Hilary G.

Morrison, 2007) en este parasito y que dificulta la tarea de encontrar genes ortdlogos.

Asi mismo, la proteina AKT humana tiene dos sitios de fosforilacion (Fig. 23): T308 que es
fosforilada por la proteina PDK1 y S473 que es fosforilada por mTORC2. Se ha reportado
que la fosforilacién de S473 no es indispensable en células de mamifero para que AKT lleve
a cabo sus funciones, siendo que esta fosforilacion solo aumenta el rango de sustratos
blanco de AKT, no obstante, este comportamiento no es universal, siendo imprescindible la
fosforilaciéon de ambos residuos para la completa activacion de AKT de otros organismos
(Daniel Rosel, 2012). En el alineamiento se puede observar que ninguno de estos dos
residuos se encuentra conservado en Giardia duodenalis, no obstante, existe una serina
ocupando la posicion de T308 y una treonina dos residuos después de la S473, que podrian
ser fosforiladas en su lugar, lo cual es factible, dada la divergencia evolutiva y la tendencia

de este pardsito a presentar inserciones aminoacidicas.

La comparacién de estructuras terciarias entre la estructura predicha de la proteina GdAKT
comparada con una porcidn cristalizada de la proteina AKT1 humana revela que si existe

cierto nivel de conservacion (Fig. 24).
Objetivo 2: Clonar, purificar y expresar algunos de los blancos de gTOR putativo.

Habiendo logrado identificar a GdAKT como Unico posible blanco de fosforilacién putativo
de gTOR/ATM, fue necesario clonar dicho gen en un vector de expresion bacteriano, luego

se expresd y purificé la proteina.

Para esto, en un primer acercamiento, se optd por utilizar el vector de expresion pPROEX-I
y para esto se disefiaron iniciadores agregando los sitios de restriccién EcoRl en el extremo
5’ del iniciador sentido (GdAKT-F1) y BamHI en el extremo 5" del iniciador antisentido
(GAAKT-R1) (ver anexos), de tal modo que el producto amplificado esté flanqueado por los

sitios de restriccién EcoRl y BamHI en los extremos 5’y 37, respectivamente.
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Extraccion de ADN gendmico de Giardia duodenalis del aislado WB

Se realizé la extraccion de ADN gendmico de Giardia duodenalis del aislado WB, que
pertenece al genotipo Al, cuyo genoma ya ha sido secuenciado. La concentracién y pureza
del material genético extraido fueron analizadas por espectrofotometria y la integridad y

especificidad fueron comprobadas por amplificacion del gen PDI-1 de Giardia duodenalis

por PCR (Fig. 24).
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Fig. 24. PCR del gen PDI-1 de Giardia duodenalis a partir de ADN genémico. a) Carril 1: Marcador de peso
molecular de 1 kb (Invitrogen). Carril 2: ADN gendmico de Giardia duodenalis. b) Carril 1: Marcador de peso
molecular de 1000 pb (Invitrogen). Carril 2: Control negativo. Carriles 4 y 5: Control positivo de PCR para PDI-
1 de 423 pb con un ADN gendmico funcional. Carril 6: Amplificaciéon por PCR del gen PDI-1 con el ADN

gendmico extraido. Los productos obtenidos se analizaron un gel de agarosa al 1.5%.

Amplificacion de GdAKT por PCR a partir de ADN gendmico de Giardia
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Fig. 25. Diseiio de los iniciadores GAAKT-F2 y GAAKT-R2. El disefio de los iniciadores se realizé en el programa

Oligo7, Versién 7.57 (Molecular Biology Insights, Inc.).

Para determinar si los iniciadores fueron disefiados correctamente, se realizd una PCR

utilizando las condiciones establecidas por el programa Oligo7, donde fueron disefiados. El

resultado fue una banda con el tamafio esperado de 1,775-pb, tanto en el control positivo

como para el ADN gendmico recién extraido. En el gel, aunque tenues, se podian apreciar

amplicones inespecificos, por lo cual se optd por aumentar la temperatura de alineamiento

en +1° C para las futuras amplificaciones del gen GdAKT (Fig. 26).
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Fig. 26. Amplificacion del gen GdAKT por PCR con a partir de ADN gendémico de Giardia. a) Integridad de los
primers disefiados. Carril 1: Marcador de peso molecular de 1000 pb. Carril 2: Iniciador sentido (GJAKT-F1).
Carril 3: Iniciador antisentido (GdAKT-R1). Los iniciadores se cargaron en un gel de agarosa al 2%. b)
Amplificacion por PCR de GdAKT. Carril 1: Marcador de peso molecular de 1 kb. Carril 2: Control negativo.
Carril 4: Control positivo (Amplificacion de GJAKT a partir de un ADN gendmico funcional). Carril 5:

Amplificacion del gen GdAKT a partir del ADN gendmico recién extraido.
Clonacion de GJAKT en el vector de transicion pJET1.2/blunt

Una vez que se probd que los iniciadores disefiados amplificaban el producto con el tamafio
esperado de 1,775-pb, se procedié a clonar dicho gen en el vector transitorio pJET1.2/blunt
en una reaccion de ligacién. Para esto, se amplificd el gen GdAKT con una ADN polimerasa
de alta fidelidad (Phusion® NEB) y el amplicén de tamafio esperado se escindié del gel y se
purificé por electroelucion. Como se puede observar, el aumento en 1°C disminuyd
drasticamente la amplificacion de productos inespecificos (Fig. 27a). Una vez que el inserto
(GdAKT) se purifico, se verificd su integridad cargandolo en un gel de agarosa (Fig. 27b) y
fue ligado con el vector de transicion pJET1.2/blunt, para posteriormente transformar la
construccion en células quimicamente competentes de Escherichia coli SURE2 (ver anexos),
misma cepa que fue seleccionada debido a sus caracteristicas genotipicas, que reducen la
capacidad de la bacteria para llevar a cabo eventos de recombinacion o escisidn inespecifica
de ADN de doble cadena en la construccién transfectada, entre la cuales destacan los genes

mutados con pérdida de funcidn de las recombinasas recB y recl), asi como la endonucleasa

endAl.
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Fig. 27. Amplificacion de GdAAKT con ADN Polimerasa Phusion® de alta fidelidad. a) PCR de GdAKT a partir
ADN gendmico. Carril 1: Marcador de peso molecular de 1 kb. Carril 2: Amplificacion de GdAKT con una
temperatura de alineamiento de 58.5° C. Carril 3: Amplificacion de GdAKT con una temperatura de
alineamiento de 59.5° C. b) Carril 1: Marcador de peso molecular de 1 kb. Carril 2: Fragmento de GdAKT

purificado, amplificado con Phusion® ADN Polimerasa.

De la transformacién en células quimiocompetentes de Escherichia coli SURE2 (ver anexos)
se obtuvieron 25 candidatas, las cuales fueron analizadas para verificar la presencia del
inserto por PCR y restriccidn, siendo posible esta ultima gracias a la inclusidn de los sitios
de restriccién EcoRl y BamHI en los extremos 5y 3'del gen GdAKT, respectivamente,
amplificado por PCR, ya que forman parte del disefio de los iniciadores. De estas candidatas,
primero se verificd la presencia del inserto en las ultimas 5 por PCR de colonia, antes de la
extraccion de plasmidos, obteniendo un amplicén del tamafio esperado (1,775 pb) para la
candidata 25 (Fig. 28d). Posteriormente se realizé la extraccion de plasmidos por Easyprep
para las candidatas 1-10 y por Miniprep para las candidatas 11-25 y se utilizaron para
analizar la presencia de inserto por PCR y restriccidn, obteniendo amplicones del tamafio
esperado para las candidatas 11 y 20, mismas que presentaron el patron de restriccidon

esperado, con dos bandas de 2,980 y 1769-pb (Fig. 28c).
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Fig. 28. Clonacién del gen GdAKT en el vector de transicién pJET1.2/blunt: Analisis de candidatas. Para el
analisis de candidatas por PCR se utilizd ADN gendmico como control positivo y para el analisis por restriccidn
se hicieron digestiones dobles con las enzimas EcoRl y BamHI en NEBuffer 3.1. Se utilizaron geles de agarosa
al 1% tenidos con Bromuro de etidio. a) Representacion esquematica de la construccion esperada, es posible
obtener la construccién con el gen invertido. b) Analisis de las candidatas 1-10 por PCR (arriba) y verificacidn
de la integridad de los pldasmidos extraidos por Easyprep (abajo). c) Andlisis de las candidatas 11-20 por PCR
(izquierda, arriba) y verificacion de la integridad de los plasmidos extraidos por Miniprep (izquierda, abajo).
Anadlisis por restriccion de las candidatas 11-20 por restriccion (derecha), se colocaron controles sin digerir
después de cada muestra digerida. d) Andlisis de las candidatas 21-25 por PCR de colonia (izquierda) y
restriccion (derecha). e) Secuenciacién del plasmido de las candidatas 11 y 20, utilizando el iniciador sentido

de GJAKT (GdAKT-F1) (ver anexos), el alineamiento se generd con el programa Geneious v.3.6.1.

Subclonacion de GdAKT en el vector de expresion pPROEX-I

Una vez que se determind la integridad del inserto en el vector transitorio pJET1.2/blunt,
se procedié a subclonarlo en el vector de expresion pPROEX-1, con la finalidad de expresar
la proteina con una etiqueta de 6 Histidinas en el extremo amino terminal, que facilitan su

posterior purificacién por cromatografia de afinidad con una columna de niquel.

Para esto, el vector pJET1.2:GdAKT se sometid a una doble restriccion con las enzimas EcoRI
y BamHI, para liberar el inserto GdAKT, a continuacidn, se digirié también el vector de
expresiéon pPROEX-I con las mismas enzimas, ambos fragmentos, vector e inserto, se
purificaron por electrodialisis y se ligaron con una proporcidon vector:inserto de 1:3,
utilizando 50 ng (0.020 pmol) de vector y 37.5 ng (0.060 pmol) de inserto. La ligacién se
incubd por 15 min a temperatura ambiento, segun el inserto de la ligasa T4 (New England
BioLabs®) y se transformdé en células de Escherichia coli SURE2, sin embargo, no se
obtuvieron colonias transformantes, posiblemente debido a que el vector digerido y
purificado por electrodialisis no se podia resuspender, probablemente debido a altas
concentraciones de sal (acetato de sodio 3 M), utilizada para precipitar el ADN purificado.
El problema se abordd utilizando una menor cantidad de acetato de sodio 3 M recién
preparado, especificamente 7%, en vez de 10%; adicionalmente, se probd precipitar el ADN
purificado con 20% de acetato de amonio 10M e incluso precipitar el ADN sin ninguna sal,

y se utilizaron diferentes proporciones vector:inserto (1:1 y 1:6), sin embargo, los
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problemas de resuspensién del vector continuaron (Fig. 29), y en algunos casos no se pudo
recuperar fragmento puro, como fue el caso de la precipitacidon con acetato de amonio. Aun
asi, con las precipitaciones donde si se recuperé vector puro, no se lograron obtener
colonias transformantes con las ligaciones hechas con estos fragmentos. Finalmente, se
realizd la purificacion de ambos fragmentos, vector e inserto, utilizando columnas Zymo-
Spin™ (Zymo Research®) para evitar el paso de la precipitacion del ADN. Los fragmentos
fueron ligados con proporciones 1:3, 1:5, 1:6 y 1:10, incubando la reaccién de ligacion por
24 h atemperatura de cajon y transformados en células quimiocompetentes de Escherichia

coli SURE2 quimio y electrocompetentes, sin embargo, no fue posible obtener candidatas.

Precipitacién Precipitacion t
Ligacién | Proporcién Transformacion
pPROEX-1 pJET1.2:GAAKT ligacién
1 1:3 10% C2H3Na0O2 3M | 10% C2H3Na0O23M | 15 min SURE2 quimiocompetentes
2 1.6 - 10% C2H3Na02 3M | 15 min SURE2 quimiocompetentes
3 1:3 Zymo-Spin™ Zymo-Spin™ 15 min SURE2 quimiocompetentes
1:5 Zymo-Spin™ Zymo-Spin™ 15 min | XL1lblue quimiocompetentes
4 1:3 Zymo-Spin™ Zymo-Spin™ 72 h SURE2 electrocompetentes 1
5 1:3 5% C2H3Na02 3M 10% C2H3Na02 3M 16 h SURE2 electrocompetentes 2
1:6 5% C2H3Na02 3M 10% C2H3Na02 3M 16 h SURE2 electrocompetentes 2
6 1:1 Zymo-Spin™ Zymo-Spin™ 16 h SURE2 quimiocompetentes
1:6 Zymo-Spin™ Zymo-Spin™ 16 h SURE2 quimiocompetentes
1:6 Zymo-Spin™ Zymo-Spin™ 16 h SURE2 quimiocompetentes
1:10 Zymo-Spin™ Zymo-Spin™ 16 h SURE2 quimiocompetentes

Tabla 1. Ligaciones realizadas para obtener la construccién pPROEX-1:GdAKT

Para verificar si los fragmentos se estaban ligando, se cargd una ligacién 1:6 en un gel de
agarosa al 1% tefiido con Vistra Green (ChemicalBook®), compuesto que tiene un limite de
deteccién ~2.5 veces mas alto que el bromuro de etidio, permitiendo detectar tan poco
ADN como 25 pg en un gel de agarosa y 10 pg en un gel de acrilamida. El resultado fue un
conjunto de bandas de diferentes tamafios, varias con tamafios superiores a la del inserto
(1,769 pb) y a la del vector vacio (4,683 pb), lo cual indica que si habia varios productos de

ligacion, de los cuales se esperaba uno de 6,452 pb (Fig. 30b).
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Fig. 29. Digestiones y purificaciones representativas de los fragmentos utilizados en las ligaciones. b)
Digestion de pJET1.2:GdAKT (transformante 11) con el par de enzimas EcoRl HF (New England BiolLabs®) y
BamHI en NEBuffer CutSmart 1X durante 30 min a 37° C, precipitacion con 10% acetato de sodio 3M. a)
Digestién con el par de enzimas EcoRI HF y BamHI en NEBuffer CutSmart por 2 h a 37° C, precipitacién con
10% de acetato de sodio 3M. c): Digestidn secuencial de pPROEX-I con el par de enzimas EcoRI HF y BamHI en
NEBuffer CutSmart por 2 h a 37° C, cada una, precipitacion con 10% acetato de sodio 3M recién preparado. d)
Digestidn secuencial de pPROEX-I con el par de enzimas EcoRI HF y BamHI en NEBuffer CutSmart por 2 ha 37°
C cada digestidn, precipitacion con 20% de acetato de amonio 10 M. e) Fragmentos purificados. Carril 1:
Marcador de peso molecular de 1 kb. Carril 2: GdAKT purificado, sin problemas de resuspensién. Carriles 3, 4
y 5: pPROEX-I purificado, precipitado con diferentes sales. En todos los casos hubo problemas de resuspensién
del ADN, incluso calentando las muestras a 65° C por 20 min. Se utilizaron geles de agarosa al 1%, tefiidos con

bromuro de etidio.

Cabe mencionar que dichas bandas no provienen de las extracciones de plasmido utilizadas
para digerir ninguno de los plasmidos de procedencia de los fragmentos, pues dichos

fragmentos se observan puros al cargarlos en un gel de agarosa al 1% (Fig. 30c).
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Fig. 30. Ligacion del vector pPROEX-I y el inserto GJAKT con una proporcién 1:6. a) Gel de agarosa al 1%,

tefiido con Vistra Green. En el Gltimo carril se cargaron 10 plL (25 ng pPROEX+ 56 ng de GdAKT) de ligacién con

una proporcién 1:6 incubada por 16 h a temperatura de cajon. b) Fragmentos purificados utilizados en la

ligacion 1:6 cargada en el gel de agarosa al 1% tefiido con Vistra Green. Del lado derecho se muestran las

digestiones que se purificaron y debido a los problemas de resuspension ocurridos al utilizar sales para
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precipitar dichos fragmentos, se utilizaron columnas Zymo-Spin™ para evitar este paso. Se utilizaron geles a

agarosa al 1%.

Se ha reportado que una de las desventajas de utilizar pldasmidos con el promotor sintético
trc, es el alto nivel basal de transcripcion (en otras palabras, fuga transcripcional). El vector
pPROEX-I, tiene precisamente el promotor trc (Fig. 30a y 31), que deriva de la porcién -35
del promotor trp de Escherichia coli (del operdn de triptéfano) y la porcién -10 del promotor
lac UV5, regulado por represidon catabdlica y el estado metabdlico de la bacteria. (Hanna
Tegel, 2011). Con base en la informacién anterior y lo observado durante el proceso de
subclonacién del gen GJAKT en el vector de expresidon pPROEX-I, concluimos que la proteina
se estaba expresando en las cepas SURE2 y XL1-Blue de Escherichia coli, debido al alto nivel
de transcripcidn basal o fuga transcripcional y que esta proteina le estaba resultando téxica

a la bacteria, por lo cual no logramos obtener colonias transformantes.
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Fig. 31: Caracteristicas del vector pPROEX-I. El vector de expresion pPROEX-I posee un sitio de clonacion
multiple gobernado por el promotor sintético trc, constituido por la regién -35 del promotor trp de Escherichia
coli y la region -10 del promotor /ac UV5. Posee una regulacion de un solo paso, en donde el gen lag/ esta
mutado para producir mayores niveles de represor, que se une a la regién -10 del promotor trc reprimiendo,

en teoria, la transcripcion de los genes rio abajo.

Clonacion en el vector de expresion PET100/D-TOPO

Debido a que no se logré clonar el gen GJAKT (Unico blanco de fosforilacién identificado)
en el vector de expresion pPROEX-I, procedimos a reiniciar la clonacion del gen GAAKT en
otro vector de expresidon que tuviera un sistema de regulacién mas fino, ya que un promotor
mas estrechamente regulado tiene un minimo de transcripcion basal, lo cual resulta
particularmente importante si la proteina de interés es tdxica para la bacteria receptora. La
opcién mas viable nos parecid la clonacién en el vector de expresidon PET100, disponible en

el laboratorio.

Este vector posee un sistema de regulacién de dos pasos: Por un lado, el vector PET100
contiene el gen lacl, gobernado por un promotor constitutivo que se transcribe de manera
constante, produciendo finalmente al represor Lac |, a su vez, los genes clonados en el
vector PET100 estan gobernados por un promotor T7, que es transcrito por la ARN
Polimerasa del fago T7, gen que se encuentra codificado solo en el genoma de ciertas cepas
de Escherichia coli disefiadas para la expresidn de proteinas y se encuentra gobernado por
el promotor lac UV5. La proteina represora Lac | transcrita a partir del gen codificado en el
vector, reconoce el promotor lac UV5 en el genoma de Escherichia coliy se une, impidiendo
la transcripcion de la ARN Polimerasa del fago T7, adicionalmente, existe también una
region operadora del operdn lac en el vector, a donde se puede unir el represor (Fig. 32).
Sin embargo, en presencia de lactosa (o un galactdsido, que se metaboliza a un andlogo de
la lactosa, como el IPTG), ésta se une al represor Lac |, provocando un cambio
conformacional que lo libera del promotor /ac UV5 o de la region operadora lacO del vector,
provocando la transcripcién de la T7 ARN Polimerasa, que después se une al promotor T7

para transcribir los genes clonados en el vector de expresion.
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Fig.32. Caracteristicas del vector PET100/D/TOPO. a) El vector de expresiéon PET100/D-TOPO, posee un
promotor T7 y permite agregar una etiqueta de 6 Histidinas en el extremo amino terminal de la proteina
clonada, que facilita la purificacion por cromatografia de afinidad. b) El vector PET100, disponible en el

laboratorio, tiene como inserto al gen RAD51 de Giardia duodenalis.

La clonacién del gen GJAKT se llevé a cabo mediante ligacién de Gibson (Daniel G. Gibson,
2009), para clonar el gen directamente en el vector de expresién PET100 disponible en el
laboratorio, que posee como inserto al gen RAD51 de Giadia duodenalis, flanqueado por los

sitios de restriccion Nhel en el extremo 5’y Sacl en el extremo 3’. Debido a estas dos
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condiciones, se disefaron los iniciadores sentido (GdAKT-F2) y antisentido (GdAKT-R2),
agregando 20-pb bases complementarias al vector de expresion PET100 vacio, en el
extremo 5°de ambos iniciadores, y las bases necesarias para mantener los sitios de

restriccion ya mencionados (ver anexos).

dsDNA fragments with overlapping ends.

A
a
5 B
5
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Fig. 33. Resumen de la ligacion de Gibson.

La ligacidén de Gibson es un método de recombinacién in vitro, en un solo paso de manera
isotérmica, acercamiento que puede ser usado para unir moléculas de ADN con un tamano
total tan largo como 583 kb y para clonar productos unidos de ADN tan largos como 300 kb
en Escherichia coli. El método de ensamblaje isotérmico se optimizé a una temperatura de
50° C, conteniendo tres enzimas: 5’exonucleasa T5 (Epicentre®), ADN Polimerasa Phusion
(New England BioLabs®) y Tag ADN ligasa (New England BioLabs®) (Daniel G. Gibson, 2009).
El racional de esta técnica es que, a esa temperatura, la 5’exonucleasa remueve nucledtidos
en direccién 5 a 3’, a continuacién, ambos fragmentos, vector e inserto hibridan por
complementariedad de bases (agregadas en el inserto por PCR, a través de la inclusién de

~20 pb en los iniciadores), a continuacidn, una ADN polimerasa extiende las cadenas en
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direccion 5’ a 3’ y finalmente, una ADN ligasa une covalentemente ambos fragmentos (Fig.

33).
Amplificacion por PCR del gen GdAKT a partir de ADN genémico de Giardia

Una vez disponibles los iniciadores disefiados, se cargaron en un gel de agarosa al 2% para
verificar su integridad y para comprobar que fueron disefiados correctamente se amplificd
por PCR el gen GdAKT a partir de ADN gendmico de Giardia duodenalis del aislado WB y
utilizando Tag polimerasa (Fig. 34b). El resultado fue una banda del tamafio esperado de

1,807 pb.
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Fig. 34. Amplificacion del gen GdAKT por PCR a partir de ADN gendmico de Giardia. a) verificacion de la
integridad de los iniciadores disefiados en un gel de agarosa al 2%. Carril 1: Marcador de peso molecular de
1000 pb. Carril 2: Iniciador sentido (GJAKT-F2). Carril 3: Iniciador antisentido (GdAKT-R2). b) PCR del gen
GdAKT a partir de ADN gendmico de Giardia duodenalis, del aislado WB. Carril 1: Marcador de peso molecular

de 1 kb. Carril 2: Control negativo. Carril 3: PCR GdAKT.

Clonacion de GdAKT en el vector de expresién PET100

Una vez que se probé que los iniciadores disefiados amplificaban el producto con el tamafio
esperado de 1,807 pb, se procedid a clonar dicho gen en el vector de expresiéon PET100.

Para esto, se amplifico el gen GAAKT con una ADN polimerasa de alta fidelidad (Phusion®
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NEB) y el amplicén de tamaio esperado se escindié del gel y se purificé por electroelucién

(Fig. 35a).

Por otro lado, se transformaron células quimicamente competentes de Escherichia coli
SURE2 con el pldasmido PET100:GdRAD51, una colonia transformante aislada se cultivé en
150 mL de medio LB con ampicilina a una concentracidn final 100 ug/mL durante 16 hy se
realizd extraccion de plasmido por Easyprep. A continuacion, se digirieron secuencialmente
30 ug de PET100:GdRAD51 con la enzima de restriccion Nhel en NEBuffer 2.1 por 16 h, se
precipitoé en el mismo tubo, con 10% de acetato de amonio 10 M y 2.5 volumenes de etanol
al 100% de grado biologia molecular durante 30 min a -80° C, a continuacién se colecté y
lavo la pastilla de ADN y se resuspendio en la siguiente reaccion de digestion con la enzima
de restriccidon Sacl en NEBuffer 1.1 y se digirio por 16. Finalmente, esta digestion secuencial
se cargd en un gel preparativo de agarosa al 1% (Fig. 35b), se cortéd la banda

correspondiente al vector vacio y se purificé por electrodialisis.

Una vez disponibles ambos fragmentos purificados, se concentraron en un concentrador de
vacio hasta sequedad, se resuspendieron en un volumen adecuado de agua estéril libre de
nucleasas y se incluyeron en la reaccién de ligacién de Gibson. La reaccion de ligacién de
Gibson se incubd a 50° C durante 1 h. A continuacién, se transformad la mitad de esta ligacion
(250 ng PET100 vacio + 237 ng GdAKT) en células quimicamente competentes de Escherichia
coli XL1-Blue (ver anexos), cepa seleccionada por sus caracteristicas genotipicas, que
reducen la capacidad de la bacteria para llevar a cabo eventos de recombinacién o escisidon
inespecifica de ADN de doble cadena en la construccion transfectada, entre la cuales
destacan los genes mutados con pérdida de funcién de la recombinasa recAl, y las

endonucleasas endA1l y hsdR17.
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Fig. 35. Vector e inserto utilizados para la reaccion de ligacion. a) Inserto: Amplificacién del gen GJAKT con
una ADN polimerasa de alta fidelidad (Phusion® NEB) a partir de ADN gendmico de Giardia duodenalis. Carril
1: Marcador de peso molecular de 1 kb. Carril 2: Control negativo. Carril 3: PCR con Phusion ADN Polimerasa.

b) Vector: digestidn secuencial del vector de expresion PET100:GdRAD51. Geles de agarosa al 1%.

De la transformacion en células quimiocompetentes de Escherichia coli XL1-Blue se
obtuvieron 25 candidatas, las cuales fueron analizadas para verificar la presencia del inserto
por PCR y restriccion. En el caso del analisis por PCR, se analizaron las primeras 12
candidatas y se obtuvieron amplicones del tamafio esperado (1,087 pb) para las candidatas
3,7,10y 12. Como controles positivos se utilizaron ADN genémico de Giardia duodenalis y
la construccién pJET1.2:GdAKT (Fig. 36b), realizada en el primer intento de clonacién del
gen GdAKT por ligaciéon convencional. Posteriormente, se realizé un analisis in silico para
seleccionar una enzima de restriccidn que generara un patrdn facilmente reconocible, para
esto se identificaron los sitios de restricciéon presentes en la construccion tedrica (Fig. 36a)
y se selecciond la enzima Hindlll, debido a que solo habia dos sitios presentes a lo largo de
la construccidn, por lo tanto, la digestién con esta enzima generaria dos fragmentos: uno
de 911 y otro de 6,542-pb (Fig. 36c). De este modo, se digirieron los plasmidos de las
candidatas 3, 7, 10 y 12 que amplificaron el gen GdAKT con un tamafio esperado, esta
digestion se incubd por 16 a 37° Cy se cargaron en un gel de agarosa al 1%, obteniendo el
patron de restriccion esperado para las cuatro candidatas (Fig. 36d). Finalmente, se mandé
secuenciar la construccién de las candidatas 3 y 7, concluyendo que la clonacion se realizd

exitosamente (Fig. 36e).
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Fig. 36. Andlisis de candidatas por PCR, restriccion y secuenciacion de la construccion PET100:GdAKT. a)
Construccion in silico PET100:GdAKT, se muestran los sitios de restricciéon mas destacables. b) Analisis por PCR
de las candidatas 1-12, utilizando los iniciadores disefiados para la clonacidn por ligacién de Gibson (GdAKT-
F2 y GdAKT-R2). Arriba: Carril 1: Marcador de peso molecular de 1 kb. Carril2: Control negativo. Carril 3:
Control positivo, utilizando ADN genémico de Giardia duodenalis del aislado WB. Carriles 4-10: analisis de las
candidatas 2-8. Abajo: Carril 3: Marcador de peso molecular de 1 kb. Carriles 4-7: Analisis por PCR de las
candidatas 9-12. Carril 8: Control positivo, utilizando ADN gendmico de Giardia duodenalis del aislado WB.
Carril 9: Control positivo, utilizando como molde la construccién PJET1.2:GdAKT. c) Digestién in silico de la
construcciéon PET100:GdAKT con Hindlll, utilizando el programa Vector NTI Advance™ 11.0 (Invitrogen®). d)
Digestion de los plasmidos de las candidatas 3, 7, 10 y 12 con Hindlll en NEBuffer 1.2 1X, por 16 h a 37° C.
Marcador de peso molecular de 1 kb. d) Secuenciaciéon de las candidatas 3 y 10 de la construccién

PET100:GdAKT. El alineamiento se realizé con el programa Geneious v.3.6.1.

Adicionalmente, se comprobd por PCR la clonacién del gen GJAKT en el vector de expresion
PET100, utilizando los iniciadores T7-F y T7-R, que amplifican el inserto clonado en el vector
de expresion PET100, pero disefiados a partir de la secuencia del vector. Para esto,
inicialmente se verifico la integridad de los iniciadores, cargdndolos en un gel de agarosa al
2%. Habiendo comprobado la integridad de los iniciadores, se realizé la PCR. Como control
positivo se utilizaron los mismos iniciadores, pero usando como molde la construccién
PET100:GdRADS51, el resultado fue una banda del tamafio esperado de 1,966 pb, para la
construccion realizada en este trabajo PET100:GdAKT y una banda del tamafio esperado

para el control positivo de 1,375-pb (Fig. 37b).
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Fig. 37. Amplificacion del inserto GJAKT en la construccion PET100:GdAKT con el par de iniciadores T7F y
T7R. a) Integridad de los indicadores T7F y T7R. Gel de agarosa al 2%. Carril 1: Marcador de peso molecular de
1,000 pb. Carril 2: Iniciador sentido (T7-F). Carril 3: Iniciador antisentido (T7-R). b) Amplificacion de los insertos
en las construcciones PET100:GdRADS51 (control positivo) y PET100:GdAKT. Gel de agarosa al 1%. Carril 1:
Marcador de peso molecular. Carril 2: Control negativo. Carril 3: Control positivo. Carril 4: Amplificacion del
inserto en la construccion GdAKT de la candidata 3. Carril 5: Amplificacién del inserto en la construcciéon GdAKT

de la candidata 12.

Expresion de la proteina recombinante GdAKT en Escherichia coli SOLUBL21
Determinacion de las condiciones de induccion de GdAKT recombinante

Habiendo comprobado la correcta clonacién, se procedié a determinar las condiciones
Optimas de induccién de la expresion de la proteina GdAKT recombinante. Para esto, se
realizd una prueba piloto de induccidn de la expresidon de GJAKT a diferentes tiempos con
IPTG a una concentracién final de 0.5 mM. Inicialmente, se prepararon y transformaron
células quimicamente competentes de la cepa SOLUBL21, de Escherichia coli con las
construcciones PET100:GdAKT de las candidatas positivas 3, 7, 10 y 12. Si bien su genotipo
no ha sido reportado, se trata de una cepa mutante de Escherichia coli BL21 (DE3) que
mejora la expresidn de proteinas toxicas y de manera soluble (Catherine L. Deatherage,
2012), razdn por la cual seleccionamos esta cepa para la expresion de proteinas, dados los
resultados de este trabajo, en donde aparentemente, la proteina resulta tdxica para las
bacterias, pues la fuga transcripcional del vector de expresion pPROEX-I, no nos permitié
obtener colonias transformantes. Una vez transformadas las bacterias, se procedid a tomar
una colonia aislada y crecer un cultivo semilla toda la noche en medio LB con ampicilina a
una concentracion final de 100 pg/mL, para al dia siguiente inocular 10 mL de medio LB con
ampicilina a una concentracion final de 100 ug/mL. A continuacion, el cultivo se llevé a una
ODe600=0.5 y se separd 1 mL de este cultivo, como muestra no inducida y al resto se agregd
IPTG a una concentracidn final de 0.5 mM. Inmediatamente después de la adicién del
galactésido IPTG, se separd 1 mL de cultivo como muestra a tiempo O después de la
induccion. En seguida, se indujo la expresién de proteina a diferentes tiempos: 1,2,4y 6 h,

separando 1 mL de cultivo cada hora, como muestras del tiempo de induccion en cuestion.
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El paquete celular de estas muestras fue inmediatamente colectado y congelado a -20° C.
Una vez obtenidas todas las muestras inducidas a diferentes tiempos, se resuspendieron los
paquetes celulares en 200 pL de Buffer Laemmli 2X + 5% de B-Mercaptoetanol y se hirvieron
por 5 min y se cargaron 15 uL de cada muestra en un gel SDS-PAGE al 10%, se llevé a cabo
la electroforesis por 1.5 h a 100 V y se transfirieron las proteinas a una membrana de
nitrocelulosa. Posteriormente esta membrana se bloqued con 5% de leche en TBS-T por 1
h a temperatura ambiente en agitacion constante y después se incubd con anticuerpo
primario (Anti-PolyHis 1:7:000) por 1 h a temperatura ambiente en agitacion constante.
Después, la membrana se lavd 3 veces con TBS-T, agitando 5 min a temperatura ambiente
en cada lavado y finalmente se incubé con anticuerpo secundario (Anti-Mouse 1:30,000) 1

h a temperatura ambiente en agitacidon constante. Se dejo secar y se reveld.

Induccion de la expresion de GAAKT con IPTG

Preparacion de cblulas SOLUBL21
- PE“WW DR

06 ~
- :9"“:3 O — )

O induccién de expresion

con IPTG 0.5 mM

o° ’

extraccién de proteina

25— - target

Western blot

Fig. 38. Resumen de la metodologia utilizada como prueba piloto para la induccién de la expresion de la

proteina recombinante GdAKT.

No se observd expresion basal de la proteina en la muestra sin inducir, ni en las muestras a
tiempo 0y 1 h después de la induccidn con 0.5 mM IPTG, esto en la transformacién de las
4 construcciones de las candidatas positivas 3, 7, 10 y 12. Por otro lado, la proteina
recombinante comienza a detectarse con un tamano esperado de 67.58 kDa a partir de las

2 h y hasta las 6 h después de la induccién, observando, en todos los casos, la mayor
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cantidad de proteina a las 4 h después de la induccién con 0.5 mM IPTG (Fig. 39), por lo

tanto estas condiciones de induccion se utilizaron para las inducciones posteriores.

0.5 mM IPTG 0.5 mM IPTG

M SI Oh 1h 2h 4h 6h V SI Oh 1h 2h 4h 6h

67.58 kDa

ca c7

0.5 mM IPTG 0.5 mM IPTG

SI oh 1h 2h 4h 6h M sI Oh 1h 2h 4h 6h

67.58 kDa

Fig. 39. Visualizacién de la induccion de la expresion de la proteina recombinante GdAKT con 0.5 mM IPTG.
Arriba: Induccién de la expresién de la proteina recombinante GAAKT en células de Escherichia coli SOLUBL21
transformadas con la construccion PET100:GdAKT de las candidatas 3 (carriles 2-7) y 7 (carriles 9-14) a
diferentes tiempos. Carril 1: Marcador de peso molecular (NEB®, prestained protein marker, broad range 7-
175 kDa). Abajo: induccion de la expresion de la proteina recombinante GdAKT en células de Escherichia coli
SOLUBL21 transformadas con la construccion PET100:GdAKT de las candidatas 10 (carriles 1-6) y 12 (carriles
8-13) a diferentes tiempos. Carril 7: Marcador de peso molecular (NEB, prestained protein marker, broad

range 7-175 kDa). Se corrieron geles SDS-PAGE al 10%.

Purificacion de la proteina recombinante GdAKT

Habiendo determinado la induccién con 0.5 mM IPTG durante 4 h a 37° C y en agitacién
constante, como condiciones ideales para la expresion de la proteina recombinante GdAKT,
se procedié a expresarla en un cultivo de 500 mL para purificarla por cromatografia de
afinidad con una columna de Agarosa-Niquel. Para esto, se inoculd con un cultivo semilla
un volumen de 500 mL de medio LB con ampicilina a una concentracién final de 100 ug/mL,
se llevd a ODgpo=0.5 y se indujo la expresidn con las condiciones establecidas. Se colecto el
paquete celular y se lisaron las células por sonicacién, segun el protocolo establecido. el

extracto total se filtré y se hizo pasar por una columna de agarosa niquel, se hicieron dos
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lavados, uno con un buffer de lavado conteniendo una concentracién de 30 mM de Imidazol
y otro con un buffer con una concentraciéon de 50 mM de Imidazol, se agregd el buffer de
elucién con una concentracién de Imidazol de 300 mM y se colectaron 10 fracciones de 1
mL cada una, de estas fracciones se tomaron muestras de 20 mL y se cargaron en un gel
SDS-PAGE al 10%. Se realizd un western blot usando como anticuerpo primario anti-PolyHis
1:7,000 y como secundario anti-mouse 1:30,000, en esta inmunodeteccidon se observa que
la proteina recombinante GdAKT eluye mayoritariamente en las fracciones 2-6 (Fig. 40a),
por lo tanto, estas fracciones se mezclaron y concentraron, lo mismo se hizo para las
fracciones con menor cantidad de proteina y se cargaron muestras de las mismas en geles
SDS-PAGE al 10% para verlas por western blot y tincion Coomassie. En el Coomassie se
observan dos bandas de tamafios similares, siendo la banda superior la correspondiente a
GdAKT, con un peso de 67.58-kDa (Fig. 40b). No obstante, en el western blot se aprecia
Unicamente una banda del tamafio esperado y algunas bandas con un peso menor a 55 kDa
gue parecen ser degradacion de la misma proteina, al ser reactivas al anticuerpo anti-
PolyHis (Fig. 40c). Estos concentrados de proteina GdAKT fueron utilizados para los ensayos

de actividad de cinasa.

(koa) M ET NU L1 L2 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
a ) 130

100
70 67.58 kDa

55

M 1,7-10 2-6 (kDa) M 1,7-10 2-6

b) (kDa)

250

130 130

100 100

70 70 67.58 kDa

55 55
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Fig. 40. Electroforesis SDS-PAGE de las fracciones la proteina recombinante GdAKT purificada por
cromatografia de afinidad con una columna de agarosa-niquel. a) Purificacidon de la proteina GJAKT por
cromatografia de afinidad con columna de niquel. Carril 2: Extracto total. Carril 3: Fraccién no unida a las
perlas de agarosa-niquel. Carril 4: Lavado 1: concentracion de Imidazol del buffer de 30 mM. Carril 5: Lavado
2: concentracion de Imidazol del buffer de 50 mM. Carriles 6-15: fracciones eluidas con el buffer de elucién
que tiene una concentracidon de Imidazol de 300 mM. Las muestras se corrieron en un gel SDS-PAGE al 10%.
b) SDS-PAGE al 10% tefiido con Coomassie para visualizar el concentrado de las fracciones 1,7, 8, 9 y 10 (Carril
2) y de las fracciones 2-6 (Carril 3). c) Western blot usando anti-PolyHis de los concentrados de las fracciones
1,7,8,9y 10 (Carril 2) y de las fracciones 2-6 (Carril 3). Para los tres casos se usé el Marcador de peso molecular

PageRuler Plus Prestained Protein Ladder 10 to 250 kDa (ThermoFisher Scientific™).

Objetivo 3: Inmunopurificar la proteina putativa gTOR/ATM-3HA

Se utilizaron trofozoitos transgénicos cuyo gen enddgeno de ATM fue etiquetado en
nuestro grupo de trabajo (Maria Luisa Bazan Tejeda, Resultados no publicados), con una
etiqueta que contiene tres epitopes de hemaglutinina (-3HA) en el extremo carboxilo
terminal, mediante recombinacién homologa como se reporté anteriormente (Stéphane
Gourguechon, 2011). Esta técnica resulta de gran utilidad, puesto que, dada su alta
divergencia, muchos de los anticuerpos utiles en biologia molecular no reconocen proteinas
de Giardia y el etiquetado de genes con epitopes bien caracterizados representa una
aproximacion rapida para solucionar este obstaculo, ya que el desarrollo de anticuerpos
especificos es largo y laborioso, requiriendo tipicamente varios meses. La técnica consiste
en clonar la porcion C-terminal del gen de interés en marco con una etiqueta epitope en un
vector que contiene un cassette de resistencia seleccionable. Esta regién debe contener un
sitio de restriccion, que sea Unico en el vector resultante; adicionalmente, este sitio debe
estar localizado al menos a 90-pb ya sea del sitio de clonacidn 5’ o0 3’. El plasmido resultante
es después linealizado usando la enzima de restriccién seleccionada (para inducir la
recombinacién homdloga) e introducido en las células que son seleccionadas usando el

antibidtico seleccionado (Stéphane Gourguechon, 2011).

La adicidn de la etiqueta-3HA en la proteina gTOR/ATM enddgena permite no solo detectar
a la proteina con un anticuerpo especifico contra esta etiqueta, sino que ademas permite

la inmunopurificacidon con perlas de agarosa recubiertas de anti-HA. Para esto, se cultivaron
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trofozoitos transgénicos, recuperando el paquete celular y lisdndolo con RIPA, el extracto
total se incubd con perlas de agarosa recubiertas de anti-HA y se agregaron los inhibidores
de proteasas 1 mM TLCK y 2mM Benzamidina, después estas perlas fueron colectadas por
centrifugacion y lavadas. A continuacién, se liberd la proteina con buffer Laemmli 5X + 5%
de B-Mercaptoetanol y se cargd en un gel UREA-PAGE al 6% con a una concentracion final

de 8 M. El resultado fue una banda del tamafio esperado, de 366.704 kDa (Fig. 41).

M cp ATM

(kDa)

366.704 kDa
300

250

180
130

Fig. 41. Western blot de la proteina gTOR/ATM-3HA inmunopurificada. Carril 1: Marcador de peso molecular
(Spectra™ Multicolor High Range Protein Ladder. Thermo®). Carril 2: Control positivo, proteina etiquetada

con 3HA, incluida con las perlas de agarosa. Carril 4: Inmunoprecipitacion de la proteina gTOR/ATM-3HA.

Para realizar los ensayos de actividad de cinasa in vitro, se utilizé la proteina recombinante
purificada y concentrada GdAKT como sustrato y se inmunopurificé la proteina gTOR/ATM-

3HA cuando para cada ensayo.

Objetivo 4: Determinar la actividad in vitro de cinasa de gTOR/ATM en los blancos
putativos de gTOR de Giardia duodenalis recombinantes con y sin tratamiento de

rapamicina.

Una vez que se purificaron tanto el sustrato, GdAKT, como la enzima cinasa, gTOR/ATM-
3HA, se procedio a realizar el ensayo de actividad de cinasa in vitro. Para esto, primero se
probd inmunodetectar la actividad in vitro de cinasa, utilizando los anticuerpos anti-P-Thry

anti-P-Ser, debido a la falta de conservacion de los residuos que son fosforilados en la
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proteina GdAKT, respecto al ortélogo de Homo sapiens (Thr308 y Ser473). Se utilizé una
concentracién saturante de ATP (200 uM), ya que la mayoria de las MAPK tienen valores de
Km para el ATP en el rango de 10-150 pM. Adicionalmente se usaron las siguientes
concentraciones de los componentes de la reaccién, basandonos en un protocolo publicado
hace algunos ainos (Doug W. Chan, 2000): 1X Buffer de cinasa, 1X cOmplete, 0.5 mM DTT,
10 mM MnCl, y cuando fue necesario se agregé 10 mM MgCl,, 20 uM Rapamicina, 0.75 uM
Temsirolimus, 300 uM KU55933 o 10 uM Cafeina y se agregaron las proteinas gTOR/ATM-
3HA y GJAKT.

Las reacciones se incubaron 30 min a 30° Cy a continuacién se agregdé buffer Laemmli 5X +
5% B-Mercaptoetanol para detener la reaccidn, las muestras se hirvieron por 5 min y se
cargaron en geles SDS-PAGE al 10%, a continuacion, se transfirieron a membranas de
nitrocelulosa y se realizé un western blot utilizando Anti-P-Thr 1:5,000 o anti-P-Ser 1:5,000
como anticuerpo primario y anti-Mouse como anticuerpo secundario. No obstante, no se
obtuvieron resultados concluyentes, puesto que no se observéd un patrén claro de
fosforilaciéon ni se observa un efecto inhibitorio por parte de los cuatro inhibidores
utilizados, en comparaciéon a como se pudo apreciar en los ensayos realizados en nuestro
grupo de trabajo (Maria Luisa Bazdn Tejeda, 2016. Datos no publicados) con [y3?P]ATP
utilizando el sustrato PHAS-I humano (4EBP) (Fig. 9).

Adicionalmente, se realizaron ensayos in vitro utilizando [y*?P]ATP bajo las siguientes
condiciones: 1X Buffer de cinasa, 10 uM ATP frio, 2 uCi [y32P]ATP por reaccion, 1X cOmplete,
0.5 mM DTT, 10 mM MnCl; y cuando fue necesario se agregé 10 mM MgCl;, 20 uM
Rapamicina, 0.75 uM Temsirolimus, 300 M KU55933 o 10 uM Cafeina y se agregaron las
proteinas gTOR/ATM-3HA y GdAKT. Las reacciones se incubaron 30 min a 30° C. Sin
embargo, debido a problemas técnicos, no fue posible determinar la actividad in vitro de

cinasa usando el sustrato GdAKT.
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DISCUSION

Giardia duodenalis es un parasito protozoario flagelado que causa una de las infecciones
parasitarias mds comunes en el mundo. Se le considera un organismo de divergencia
evolutiva tempranay posee un genoma minimalista tanto en estructura como en contenido,
entre sus caracteristicas minimalistas destacan: distancias intergénicas muy cortas en
comparacion con otros eucariontes, secuencias no codificantes cortas, solo 8 de sus genes
poseen intrones y sus maquinarias de replicacién, procesamiento de ARN, transcripcidon y
vias metabdlicas contienen menos componentes (Johan Ankarklev, 2010; Martin F.
Heyworth, 2016; Hilary G. Morrison, 2007). Desde el punto de vista médico, es un patégeno
de importancia de médica, puesto que contribuye a un estimado de 280 millones de
infecciones sintomaticas por afio, razén por la que la giardiasis ha sido incluida en la
iniciativa de enfermedades descuidadas de la Organizacién Mundial de la Salud desde el
2004. Por otro lado, desde el punto de vista econdmico, Giardia duodenalis es un patégeno
zoonotico potencial y la infeccidn de animales de granja puede tener un impacto negativo,

resultando en la pérdida de productividad (Johan Akarklev, 2010; Elin Einarsson, 2016).

Giardia duodenalis posee dos estadios morfoldgica y metabdlicamente diferentes: un
estadio virulento llamado trofozoito y un estadio latente llamado quiste, cada uno adaptado
para sobrevivir en diferentes ambientes inhdspitos. La diferenciacidn a quistes infecciosos
a través del proceso de enquistamiento es critica para la transmision y supervivencia del
protozoario intestinal y a través de ésta lleva a cabo una serie de cambios morfoldgicos y
bioquimicos sustanciales, entre los cuales destacan cambios en el pH citoplasmatico,
modificaciones ultraestructurales que incluyen rearreglos del citoesqueleto como el
desensamble de los flagelos y del disco ventral, cambios en la expresion génica y cambios
en la ploidia genética del parasito, conseguida a través de dos rondas de replicacién del
ADN. Los cambios de ploidia que acontecen a lo largo de su ciclo de vida, generan en el
parasito la necesidad de poseer mecanismos para mantener la integridad gendmica y dichos

mecanismos se encuentran regulados por cinasas, las cuales modulan la mayoria de las
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funciones celulares en respuesta a sefiales ambientales (Elin Einarsson, 2016; Hugo D. Lujan,

1996; Johan Ankarklev, 2010; Michael L. Hetsko, 1998; Gerard Manning, 2011).

Entre las proteinas cinasas existe una familia particularmente importante, conocida como
Cinasas Relacionadas con laFosfatidilinositol-3 Cinasa (PIKKs), conformada por seis cinasas:
ATM, mTOR, ATR, DNA-PK, SMG1 y TRRAP, sin embargo, en Giardia duodenalis solo se han
identificado in silico 2 genes homdlogos de PIKKs, con numeros de acceso GL50803_ 16805
y GL50803_35180 (Claudia Valdez Vargas, 2014), lo cual concuerda con el kinoma reducido
que se ha descrito en Giardia duodenalis mediante andlisis in silico (Gerard Manning, 2012).
De los dos genes homoélogos de PIKKs en Giardia duodenalis, GL50803_35180 ya habia sido
identificado in silico como gTOR (Hilary G. Morrison, 2002), sin embargo, en nuestro grupo
de trabajo se encontré que dicho gen es el mejor candidato como gen putativo de la
proteina ATM y se comprobd su capacidad para fosforilar a la histona GdH2A, asi como
también se observé un aumento en la expresién de su transcrito después de irradiar

trofozoitos con una dosis de 100 Gy de radiacion ionizante (Claudia Valdez Vargas, 2014).

Dado el minimalismo que caracteriza a este parasito protozoario, y a que no se ha
caracterizado un ortélogo de TOR en Giardia, se evalud la posibilidad de que el mismo gen
identificado en la base de datos de Giardia como GL50803 35180 tuviera una doble funcién
como ATM y gTOR, dada su homologia estructural. Se realizé una busqueda in silico de
blancos de fosforilacién putativos de gTOR de Giardia duodenalis, no obstante, no se
encontraron homoélogos de S6K y 4EBP en el parasito, lo cual no descarta la posibilidad de
gue existan, es posible que si tenga genes homdlogos de estos blancos de fosforilacion, pero
podrian tener secuencias muy divergentes, aunado al hecho de las secuencias proteicas de
Giardia generalmente muestran una mayor cantidad de inserciones aminoacidicas que
dificultan la tarea de encontrar genes homologos en este modelo de estudio (Hilary G.
Morrison, 2007). Por otro lado, se encontré in silico un ortélogo del blanco de fosforilacién
AKT, lo cual es consistente con lo ya reportado, pues también se habia reportado in silico
previamente (Gerard Manning, 2012) e incluso se estudiaron sus niveles de transcrito a lo
largo del enquistamiento (Kyu-Tae Kim, 2005). Si bien este ortdlogo identificado de AKT de

Giardia duodenalis presenta una alta identidad en el dominio cinasa y su region catalitica,
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se observd que los residuos que corresponden a aquéllos que son fosforilados en Homo
sapiens (Thr308 y Ser473) no se encuentran conservados y que, de hecho, en su lugar hay
residuos que no pueden ser fosforilados. No obstante, se ha reportado que todos los
blancos de mTORC2 o TORC2 son cinasas de la familia AGC y que para su completa
activacion son fosforiladas en un residuo ya sea Serina o Treonina en un motif hidrofdbico
C-terminal (Dominio HM), en donde se encuentra el residuo Ser473 de Homo sapiens
(Prashanth T. Bashkar, 2007) y en un residuo de Serina o Treonina en un turn motif.
Adicionalmente, la fosforilacién de una Treonina por parte de PDK1 en un loop de activacion
es necesaria (en esta region se encuentra el residuo Thr308 de Homo sapiens). De tal modo
que existen organismos como Dictyostelium discoideum cuyo ortélogo de AKT es fosforilado
por TORC2 en un residuo de Treonina (Thr435) e incluso en Saccharomyces cerevisiae la
proteina Ypk2, es fosforilada por TORC2 en el residuo Thr659 (Nadine Cibulski, 2009),
ademas se ha reportado que la proteina Sch9 de Saccharomyces cerevisiae es un ortélogo
funcional de los blancos de fosforilacion AKT y S6K (Karin Voordeckers, 2011; Isable
Rodriguez Escudero, 2009), aunque mas relacionado a S6K (J6rg Urban, 2007) y como se vio
en la Fig. 23, el residuo correspondiente a la Ser473 de Homo sapiens tampoco se encuentra
conservado lo cual concuerda con lo la literatura, pues se reportado que es fosforilado en
el residuo Thr737 por TORC1 (Marta Moreno Torres, 2017; Jorg Urban, 2007). Con base en
lo anterior, es posible que otro u otros residuos sean fosforilados por gTOR, y sugerimos
gue un posible blanco de fosforilaciéon es la Thr579 dada su cercania en el alineamiento al
residuo correspondiente a la Ser478 de la proteina AKT1 humana, pues se encuentra

localizado a solo dos residuos de distancia.

Habiendo logrado identificar Unicamente al gen GJAKT como blanco de fosforilacién
putativo de gTOR se procedid a clonarlo en el vector de transicién pJET1.2/blunt, clonacién
qgue se comprobd mediante andlisis por PCR, restriccion y secuenciacién, para
posteriormente subclonarlo en el vector de expresion pPROEX-I. No obstante, no se logro
realizar la subclonacién en el vector de expresidn. Se ha reportado que los vectores de
expresion que utilizan el promotor trc (como es el caso del vector d expresiéon pPROEX-I),

tienen un alto nivel de transcripcidn basal o fuga transcripcional (Hanna Tegel, 2011), lo
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cual resulta particularmente importante si la proteina de interés es tdxica para la bacteria

receptora.

Debido a lo anterior, se reinicié el proceso de clonacidn utilizando un vector de expresion
con un sistema de regulacion mas fino, seleccionando al vector de expresién PET100
disponible en el laboratorio. De esta manera, se clond exitosamente el gen GJAKT en este
vector de expresion y se transfectd en células quimicamente competentes de Escherichia
coli XL1 Blue, seleccionando a las células transformantes con Ampicilina, a una
concentracién final de 100 pug/mL. Las células transformantes fueron analizadas por PCR,
restriccion, secuenciacién e induccién de la proteina recombinante, estableciendo con ésta
ultima las condiciones éptimas de expresién de la proteina, siendo 4 h de induccién con 0.5
mM IPTG a 37° C en agitacion constante las condiciones en donde se detecté una mayor
cantidad de proteina GJAKT recombinante con un peso esperado de 67.58 kDa. No se
detectd fuga transcripcional en las células sin inducir ni tampoco en las células con 0- 1 h de
induccion con 0.5 mM IPTG, lo cual indica que, en efecto, el vector de expresion PET100
posee una regulacion de la transcripcion basal mas fina. Habiendo establecido las
condiciones 6ptimas para la expresion de la proteina se purific6 mediante cromatografia de
afinidad con Perlas de agarosa-niquel, lo cual fue posible debido a la inclusion de un tag de
6 Histidinas presente en el vector de expresién PET100, utilizando 300 mM de Imidazol para
eluir la proteina recombinante e inhibidores de proteasas para disminuir la degradacién de
la misma, se observé que la proteina con un tamafio esperado de 67.58 kDa eluye en mayor
proporcion en las fracciones 2-6/10. Estas fracciones se mezclaron y concentraron y
también se mezclaron y concentraron las fracciones restantes, las mezclas concentradas se
cargaron en geles SDS-PAGE al 10% y se observé la banda del tamano esperado y otra banda
inespecifica de menor tamaiio ~60 kDa que no es reactiva al anticuerpo anti Poly-His. Una
vez que se purificd el sustrato GAAKT, se realizé la inmunopurificacion de la proteina
gTOR/ATM-3HA utilizando trofozoitos transgénicos cuyo gen enddgeno de ATM fue
marcado con una etiqueta que contiene 3 epitopes de hemaglutinina (-3HA)(Maria Luisa
Bazan Tejeda, Resultados no publicados) mediante una técnica basada en recombinacién

homodloga (Stéphane Gourguechon, 2011), utilizando perlas de agarosa recubiertas con
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anti-HA. Las muestras se cargaron en un gel Urea-PAGE con una concentracion final de urea
de 8M y se observé por Western blot, usando anti-HA una banda del tamafio esperado de
366.7 kDa. Se iniciaron los ensayos de cinasa para ver si gTOR/ATM-3HA inmunopurificada
fosforilaba la proteina recombinante purificada GdAKT, sin embargo, debido a problemas

técnicos no fue posible verificar la actividad de GAATM usando a GdAKT como sustrato.
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CONCLUSIONES

e Se detectd un ortélogo del blanco de fosforilacion S6K de gTOR de Giardia
duodenalis.

e No se encontraron ortélogos putativos de los blancos de fosforilacion S6K y 4EBP de
gTOR de Giardia duodenalis.

e Se realizd la construccién del plasmido inducible PET100:GdAKT

e Se establecieron las condiciones de induccién de la expresiéon de la proteina
recombinante GJAKT de Giardia duodenalis, siendo 4h de induccién a 37° Cy en
agitacién constante con 0.5 mM IPTG

e Se purificd la proteina recombinante GJAKT mediante cromatografia de afinidad
con columna de niquel

e Se inmunopurificé la proteina gTOR/ATM-3HA a partir de un cultivo de trofozoitos

transgénicos utilizando
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PERSPECTIVAS

e Confirmar la actividad gTOR de la proteina gTOR/ATM-3HA mediante ensayos de
actividad de cinasa in vitro utilizando [y3?P]ATP, utilizando el blanco de fosforilacion
recombinante GJAKT e inhibidores de PIKKs

e |dentificar in silico mds blancos de fosforilacion de gTOR

e Determinar proteinas que interactian con gTOR/ATM-3HA mediante
espectrometria de masas

e Determinar la localizacion de la proteina gTOR/ATM-3HA en trofozoitos de Giardia

duodenalis
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ANEXOS

Secuencia de oligonucleétidos utilizados

Nombre del | Secuencia y sitio de restriccidn afiadido, si aplica (subrayado) Referencia
Primer
PDI-F 5’-ACTCCTCTGCTCCTTGTG-3’ (Maria Luisa Bazan Tejeda, 2006)
PDI-R 5’-CTCCTTCGCTGCTTTCAC-3’ (Maria Luisa Bazan Tejeda, 2006)
GdAKT-F1 5’-GAATTCTGATGAGCGACACAGACGTGC-3’ Este trabajo
GdAKT-R1 5-GGATCCCTATAGTTTATCAAATGCGTCCTGTGC-3’ Este trabajo
GdAKT-F2 5’-TCATCATCATCATGGTATGGCTAGCATGAGCGACACAGACG Este trabajo
TGC-3'
GdAKT-R2 5’ AGCAGCCGGATCGTTGAGCTCCTATAGTTTATCAAATGCGT Este trabajo
CCTGTGC-3’
T7-F 5’-TAATACGACTCACTATAGGG-3’ Thermo
T7-R 5’-TAGTTATTGCTCAGCGGTGG-3’ Thermo
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Cepas utilizadas

Microorganismo

Escherichia coli SURE2

Escherichi coli XL1 BLue

Acido Nalidixico
Cloranfenicol

Tipo celular Bacteria, gram negativa Bacteria, gram negativa
Medio de Medio LB Medio LB

crecimiento
(e14-(McrA¢) A(mcrCB-hsdSMR- (recA1 endA1 gyrA96 thi-1
mrr)171 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F’
supE44 relA1 lac recB rec) sbcC proAB lacl® ZAM15 Tn10 (Tet")])
umuC::Tn5 (Kan") uvrC [F" proAB
laclqZAM15 Tn10 (Tet") Amy
Cam'])
Le faltan componentes de las vias | La mutacidn en recA1, mejora la

. que catalizan el rearreglo vy | estabilidad del inserto, Ila

Genotipo . .
delecion de estructuras | mutacion en el gen de |Ia
secundarias y terciarias no | endonucleasa endAl mejora la
estandar, incluyendo cruciformes | calidad del ADN obtenido por
(causadas por repetidos | miniprep y la mutacion en el gen
invertidos) y Z-ADN que ocurren | de la endonucleasa hsdR17
frecuentemente en ADN | previene la ruptura del ADN
eucariético y que impiden su | clonado por el sistema de
clonacién en cepas | endonucleasas EcoK.
convencionales.
Tetraciclina Tetraciclina

. . Kanamicina
Resistencia
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