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Resumen

Giardia duodenalis es un parasito minimalista que presenta enzimas que
desempefian multiples funciones, en contraste con otros eucariontes. La familia
FEN-1, a la cual pertenecen XPG y FEN-1, es una familia de nucleasas que
contienen un dominio nucleasa conservado. Se ha encontrado que todas las
enzimas pertenecientes a esta familia son capaces de procesar sustrato de DNA
tipo flap, pero Unicamente XPG puede realizar escisiéon en sustratos de DNA tipo

burbuja.

Previamente, se investigd la capacidad de unién y la actividad nucleasa en
sustratos de DNA flap (DNA-F) y burbuja (DNA-B) de GAFEN-1 (GdFEN-1-WT),
encontrandose mediante ensayos de cambio de movilidad electroforética que esta
enzima es capaz de unirse a ambos sustratos; ademads, se determiné que presenta
actividad nucleasa, empleando Mg*2 o Mn*? como cofactores, prefiriendo a este

ultimo.

Se ha reportado que, en eucariontes distintos a G. duodenalis, 1a enzima FEN-1 es
capaz de escindir los sustratos de DNA-F, pero no puede procesar el sustrato de
DNA-B. En este trabajo con el objetivo de conocer las regiones de FEN-1
responsables de esta actividad, se realizaron sustituciones de las regiones de
bloque acidico o CAP de GAFEN-1 por los correspondientes de Homo sapiens en la
secuencia aminoacidica de la proteina. Para la obtencién de las mutantes GAFEN-
1 en el bloque acidico (GAFEN-1-HsBA) y en el bloque CAP (GdFEN-1-HsBC) se
realizd6 mutagénesis dirigida de sustitucidn, y confirmada por secuencias. Los
plasmidos portadores de los genes mutantes se transformaron en BL21 de
Escherichia coli, mismos que se comprobaron por western blot. Posteriormente,
se purificaron las enzimas por cromatografia de afinidad para probar su capacidad
de unién al DNA-F y DNA-B a partir de ensayos de movilidad electroforética, asi

como su actividad nucleasa usando Mn*2 como cofactor.

Los resultados obtenidos de los ensayos de movilidad electroforética demostraron
que tanto la GAFEN-1-WT, como las enzimas mutantes (GdFEN-1-HsBA y GAFEN-

1-HsBC), son capaces de unirse al sustrato DNA-F, mientras que en las condiciones
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utilizadas s6lo GAFEN-1-WT y GAFEN-1-HsBA pueden unirse al sustrato DNA-B.
Por tal razdn, los ensayos de actividad nucleasa solo se llevaron a cabo con GdFEN-
1-WTy GdFEN-1-HsBA, observandose que la enzima GAFEN-1-HsBA presenta una
actividad nucleasa sin alteraciones ante los sustratos DNA-F y DNA-B, ya que
presenta una actividad similar a la enzima silvestre, indicando que la region del

bloque acidico no es relevante para la actividad nucleasa de la proteina.
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Abstract

Giardia duodenalis is a minimalist parasite that has enzymes that perform several
functions, in contrast to other eukaryotes. The FEN-1 family, to which XPG and
FEN-1 belong, is a family of nucleases with a conserved nuclease domain. All
enzymes in this family have been found capable of processing DNA flap substrates,

but only XPG can cleave DNA bubble substrates.

The binding capacity and nuclease activity in DNA Flap (DNA-F) and DNA bubble
(DNA-B) substrates of GAFEN-1 (GAFEN-1-WT) has been previously studied. By
electrophoretic mobility shift assays, it was found that this enzyme is capable of
binding to both substrates; furthermore, it was determined that it exhibits

nuclease activity, using Mg*2 or Mn*2 as cofactors, with a preference for the latter.

It has been reported that in eukaryotes other than G. duodenalis, the enzyme FEN-
1 can cleave DNA-F substrates but is unable to process the DNA-B substrate. With
the aim of identifying the FEN-1 regions responsible for this activity, this study
performed substitutions of the acidic block or CAP regions of GAFEN-1 with the
acidic block or CAP regions from Homo sapiens in the amino acid sequence of the
protein. To obtain the GAFEN-1 mutants in the acidic block (GAFEN-1-HsBA) and
in the CAP block (GAFEN-1-HsBC), site-directed substitution mutagenesis was
performed. The mutant vectors were transformed into BL21-Escherichia coli, and
their presence was confirmed by western blot. Subsequently, the enzymes were
purified by affinity chromatography to test their ability to bind to DNA-F and DNA-
B through electrophoretic mobility assays, as well as their nuclease activity using

Mn+*2 as a cofactor.

The results from the electrophoretic mobility assays showed that both GAFEN-1-
WT and the mutant enzymes (GAFEN-1-HsBA and GAFEN-1-HsBC) are capable of
binding to the DNA-F substrate, whereas under the conditions used, only GAFEN-
1-WT and GAFEN-1-HsBA can bind to the DNA-B substrate. For this reason, the
nuclease activity assays were conducted only with GdAFEN-1-WT and GdFEN-1-
HsBA. It was observed that the GdFEN-1-HsBA enzyme exhibits unchanged
nuclease activity with both DNA-F and DNA-B substrates, showing a similar
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activity to the wild-type enzyme, indicating that at least acidic block is not

important for DNA-B cleavage.
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1. Introduccién
1.1Generalidades de Giardia duodenalis

Giardia duodenalis, también conocida como G. intestinalis o G. lamblia es un
organismo eucariote categorizado como un parasito protozoo flagelado
binucleado que ocasiona la giardiasis. La giardiasis es una infecciéon generada en
el tracto intestinal superior en varios mamiferos, incluyendo al ser humano, que
se identifica por la pérdida de peso y diarrea. Debido a que G. duodenalis es uno
de los parasitos intestinales mas comunes en humanos se estima que es capaz de
infectar alrededor de 300 millones de personas y a una gran cantidad de animales
al ano (Ankarklev, Jerlstrom Hultqvist, Ringqvist, Troel, & G. Svard, 2010; Dixon,
2021; Adam, Giardia duodenalis: Biology and Pathogenesis, 2021; Benchimol,
Gadelha, & de Souza, 2022).

G. duodenalis presenta dos estados en su ciclo de vida: quiste y trofozoito (figura
1). El quiste se caracteriza por ser una célula ovalada con dimensiones de 8-12 pm
de largo y 7-10 um de ancho. El quiste posee una pared quistica de 0.3-0.5 pm de
espesor (compuesta por una capa filamentosa externa y una capa interna con dos
membranas) que realiza el papel de resistencia a la lisis hipotonica y al pH acido,
permitiendo asi, el paso a través del estomago del huésped. Ademas de que en esta
forma se incluyen cuatro nucleos tetraploides y un disco adhesivo fragmentado
disperso en el citoplasma, también se encuentran los cuerpos basales y los
axonemas de los flagelos anterior, posterior, ventral y caudal dentro del quiste. En
tanto, el trofozoito se distingue por ser una célula multiflagelar (cuatro pares de
flagelos originados en los cuerpos basales que surgen de distintas posiciones)
binucleada con una forma de pera con tamafno aproximado de 12-15 pm de largo
y 6-8 um de ancho. Algunas caracteristicas importantes son que en esta forma hay
dos nucleos diploides en la region anterior de la célula, un disco microtubular en
la regiéon ventral y un cuerpo medio (formado por microtibulos) a la mitad
posterior, que figura una boca en la cara celular. Ademads, contiene vesiculas
periféricas, mitosomas (remanentes de mitocondrias), reticulo endoplasmico,

granulos de glucégeno y ribosomas (Benchimol, Gadelha, & de Souza, 2022).
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Figura 1. Esquema de estructura celular del a) trofozoito y del b) quiste de G. duodenalis.
De manera especifica, el trofozoito presenta cuatro pares de flagelos, el flagelo anterior (FA), el posterior (FP),
el caudal (FC) y el ventral (FV). Mientras que el quiste presenta una pared quistica. Imagen creada por
Herndndez Lépez, 2023.

1.2Ciclo de vida
El ciclo celular de G. duodenalis se caracteriza por mantener una ploidia distinta
entres sus dos estados (quiste y trofozoito). En los trofozoitos cada nucleo varia
entre un estado diploide y tetraploide, produciendo una ploidia celular de 4 ny 8
n, mientras que en los quistes hay una ploidia celular de 8 n y 16 n. Durante su
ciclo de vida ocurren dos transiciones: enquistamiento y desenquistamiento. En
el proceso de enquistacion los trofozoitos estdn expuestos a un pH alcalino
provocando que se detenga el ciclo celular antes de entrar a la fase M. El trofozoito
se encapsula en la pared del quiste y lleva a cabo la replicaciéon DNA. La célula
entra en la fase G2 del ciclo celular, dando lugar una célula con dos nucleos
tetraploides, los cuales se dividen y suscitan cuatro nucleos diploides. Durante el
final del enquistamiento el DNA se replica nuevamente, dando origen a un quiste
con cuatro nucleos tetraploides. En el proceso de desenquistamiento los quistes
se exponen a un pH acido y a la presencia de péptidos, generando una célula
conocida como excizoito. Esta célula, ademas de mantener un metabolismo

intermedio entre el trofozoito y el quiste, contiene ocho flagelos y cuatro ntcleos
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diploides que originan una ploidia genémica de 16 n. A continuacion, el excizoito
se divide dos veces, formando cuatro trofozoitos con dos nucleos diploides cada
uno (figura 2) (Svard, Hagblom, & Palm, 2003; Ankarklev, Jerlstrom Hultqvist,
Ringqvist, Troel, & G. Svard, 2010; Adam, Giardia duodenalis: Biology and
Pathogenesis, 2021; Benchimol, Gadelha, & de Souza, 2022).

16N Medio exterior

A .
= W ~

Quiste

Organismo

Desenquistamiento Enquistamiento

Replicacion

Trofozoito

Creado por Hernandez-Lopez

Figura 2. Ciclo de vida de G. duodenalis.
La infeccién comienza con la ingesta del quiste por el hospedero, seguida del desenquistamiento en estomago
dando lugar a dos trofozoitos. Una vez en este lugar el trofozoito se adhiere al epitelio intestinal, donde
realizara la replicacién de los trofozoitos. En esta forma de vida se genera una segunda transicién, el
enquistamiento, en intestino delgado. Y, finalmente, se excreta el quistes a través de heces. Imagen creada por
Hernandez Lépez, 2023.
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1.3 Ensambles
G. duodenalis se divide en ocho ensamblajes o genotipos (A a H) que se diferencian
por su especificidad de huésped, de los cuales solo los ensambles A y B afectan al
ser humano. Se sabe que filogenéticamente, los genotipos C y D pertenecen a un
solo clado, pero son sumamente distintos entre si como los genotipos Ay B (Adam,

Giardia duodenalis: Biology and Pathogenesis, 2021).

Tabla 1. Ensambles de Giardia.
Nombre de especie

Ensamble Hospedero
propuesto
Al Principalmente animales, pero también Giardia duodenalis
en humanos
All Humanos, muchos otros mamiferos Giardia duodenalis
B Humanos, muchos otros mamiferos Giardia enterica
C Perros Giardia canis
D Perros Giardia canis
E Vacas, ovejas, alpacas, cabras y cerdos Giardia bovis
F Gatos Giardia cati
G Ratas y ratones Giardia simondi
H Focas (marinos vertebrados) NA

Tabla Tomada de Adam, Giardia duodenalis: Biology and Pathogenesis, 2021.

1.4 Consideraciones gendmicas
A partir de diversos estudios se ha determinado que Giardia presenta una ploidia
de 4 (dos nucleos diploides) y cinco cromosomas entre 1-5 Mb en los que se divide
su genoma. Se ha estimado que el genoma completo de Giardia es de 12 Mb,
aproximadamente, y es compacto ya que contiene una minima cantidad de
regiones no codificantes. Debido a que los intrones en este organismo son
extremadamente raros solo se han podido identificar ocho empalmados en cisy
cinco empalmados en trans. Su genoma esta constituido por 4863 genes que
codifican proteinas y 306 pseudogenes (Adam, The Giardia lamblia genome, 2000;

Adam, Giardia duodenalis: Biology and Pathogenesis, 2021).

Al ser un eucariote, G. duodenalis exhibe caracteristicas perteneciente a este tipo
de célula. Un claro ejemplo es la transcripcion en el nucleo, el proceso de
traduccion en el citoplasma, el proceso de poliadelnilacién, pero las regiones UTR

5’ cortas y la falta general de intrones son caracteristicas que comparte con los
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organismos procariontes. Otro aspecto importante es que la mayoria de las
transcripciones de G. duodenalis no parecen estar protegidas en sus extremos 5’

(Adam, Biology of Giardia lamblia, 2001).

El grado de heterocigosidad alélica varia dependiendo la reproduccién que
exhiban los organismos. Los organismos con reproduccion sexual mantienen un
nivel bajo <1% (0.05 a 0.1% en humanos). Sin embargo, en organismos que tienen
una ploidia de dos 0 mdas con una reproduccién inicamente asexual durante largos
periodos de tiempo, siempre que no intervenga la conversion de genes mitoticos
y el entrecruzamiento, pueden tener un nivel mucho mayor (Yu, Jr., William, &
Adam, 2002). En los diferentes ensambles de Giardia se ha mostrado que
presentan un porcentaje de heterocigocidad alélica muy bajo, oscilan entre
<0.01 % y 0.5 % aunque atin no se conocen las razones por lo que esto sucede. Ya
que en los organismos con reproducciéon sexual mantienen un nivel de
heterocigosidad alélica limitado por el emparejamiento cromosémico durante la
meiosis, y los niveles de Giardia estin dentro del rango estimado en los
organismos con reproduccion sexual, hasta el momento no se ha demostrado que
Giardia lleve a cabo este tipo de reproduccién (Adam, Giardia duodenalis: Biology

and Pathogenesis, 2021).

1.5 Reparacion del DNA
Uno de los procesos mas importantes en todos los seres vivos es el mantenimiento
de la estabilidad gendmica. Debido a que el DNA constantemente se encuentra
expuesto a distintas condiciones que pueden inducir dafios como agentes
genotoxicos que modifican las bases o la pentosa, la creacion de aductos, el
entrecruzamiento de cadenas o el corte del esqueleto fosfatos que genera rupturas
de cadena sencilla (SSB) o de cadena doble (DSB) existen distintas vias de
reparaciéon dirigidas a lesiones de manera especifica. Algunas de las vias
principales son reparacion por recombinacién homoéloga (HR), unién de extremos
por recombinacién no homologa (NHE]), reparacién de bases mal apareadas

(MMR), reparacion por escisién de nucleétido (NER) y reparaciéon por escision de
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base (BER) (Tafurt & Marin, 2014; Moon, y otros, 2023). Las lesiones ocasionadas

por algun tipo de dafio y vias de reparacidn estan indicadas en la Figura 3.

La via HR es un mecanismo por el cual se repara los dafos a la doble cadena del
DNA (ruptura de dsDNA) sin pérdida de informacién genética, mediante el
intercambio fisico de un segmento de la cadena de DNA homologo
intacto. Mientras que la via NHE] es empleada por las células para mantener la
estabilidad gendémica, aunque esta via provoque errores, ya sea por inserciones o
deleciones. No requiere una cadena homologa que funcione como plantilla porque
los extremos rotos se ligan directamente (Bernstein, Bernstein, Payne, & Garewal,

2002; Moon, y otros, 2023).

Oxygen radicals ’
MUTAGENIC | |ntercellular reactions UV light Replication 'zlek';';:::masm:\ts:
SOURCE Alkylating agents Crosslinking agents errors g age

lonizing radiation

lonizing radiation

o Intra-strand crosslinks :
DNA | Base modifications, Mismatches
g Bulky adducts Double strand breaks (DSBs)
LESION Abasic sites (CPDs, 6-4PPs) Indels
REPAIR Base Excision Nucleotide Excision Mismatch RHO"'OLCingau:zn Nog-nl-‘l’o J' ocirl'?:ous
PATHWAY Repair (BER) Repair (NER) Repair (MMR) (HR) (NHEJ) .

Figura 3. Agentes que generan dafio al DNA, las lesiones ocasionadas y las vias reparacion.
Imagen tomada de Sharma, Lewis, & Wlodarski, 2020.

La via MMR es responsable de la correccién de errores de replicaciéon, como
inserciones, deleciones, bases mal apareadas (no coincidentes) y los bucles
extrahelicoidales. En tanto que la via NER se encarga de las reparaciones del DNA
que presenta lesiones que distorsionan la hélice (aductos de DNA), como los
dimeros de ciclobutano pirimidina y los 6-4 fotoproductos. Y la via BER repara el
rompimiento de cadena sencilla, causada generalmente por bases modificadas.

BER elimina la base ya sea por reparacién de parche corto (repara solo una base)
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o de parche largo (repara de 2-15 nucleétidos) (Bernstein, Bernstein, Payne, &

Garewal, 2002; Moon, y otros, 2023).

1.6 Via de reparacion por escision de base
La via de reparacion del DNA por escisién de base (BER) es la via responsable de
resolver las lesiones del DNA provocados por agentes metilantes, desaminantes y
oxidantes (sitio abasico o sitio AP - apurinico/apirimidinico), asi como las
depurinaciones espontdneas (comunmente 10,000 por célula por dia). BER
elimina danos SSB del DNA, que con mayor frecuencia son causadas por bases
modificadas. Estas bases pueden ser adenina y guanina que pierden
espontdneamente su esqueleto de desoxirribosa, guanina que reaccion6é con
radicales hidroxilos formando 8-oxoguanina o citosina y 5-metilcitosina que se
desaminaron en timina y uracilo respectivamente, entre otros (Ilyama & Wilson,

2013; Ronner, 2017; Moon, y otros, 2023).

En esta via existen dos subvias que difieren considerablemente: la reparacién de
parche corto que se encarga de reparar una sola base (SP-BER) y la reparacion de
parche largo (LP-BER) que procesa los dafios ocasionados de 2 a 15 bases. Esta
ultima, se activa al encontrarse con productos de la oxidacion de una
desoxirribosa u otros productos que no puede corregir la subvia de parche corto
(Bernstein, Bernstein, Payne, & Garewal, 2002; Asagoshi, y otros, 2010; Devlin,
2015; Ronner, 2017; Moon, y otros, 2023).

1.6.1 Mecanismo de la via BER
Ambas vias de BER (SP-BER y LP-BER) comienzan por un conjunto de glicosilasas
especificas de lesidon que reconocen el dafio producido por la base alterada (figura
4). Existen dos tipos de DNA glicosilasas, las monofuncionales y las bifuncionales.
Las DNA glicosilasas monofuncionales presentan uUnicamente actividad
glicosilasa, que incluye UNG (uracilo-N glicosilasa), SMUG1 (uracilo DNA
glicosilasa monofuncional especifica de cadena tinica), MBD4 (glucosilasa 4 con
dominio de unién a metilo), TDG (DNA glicosilasa de timina), MYH (DNA

glicosilasa homoéloga de MutY), MPG (metilpurina glicosilasa). En tanto que, las
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DNA glicosilasas bifuncionales poseen una actividad intrinseca 3" AP liasa junto
con la actividad glicosilasa, que incluye OGG1 (8-oxoguanina DNA glicosilasa),
NTH1 (similar a la endonucleasa III) y NEIL1 (glucosilasa similar a la
endonucleasa VIII) (Nemec, Wallace, & B., 2010). Este tipo de enzimas (DNA
glicosilasas) eliminan cualquier tipo de base purina o pirimidina que presente un
dafio, formando un sitio AP. Los sitios abasicos creados por DNA glicosilasas
monofuncionales se reparan mediante la via SP-BER, mientras que los sitios AP
generados por las glicosilasas bifuncionales se remedian por medio de la via LP-
BER (Hasan, Rizvi, Parveen, & Mir, 2022). Una vez reconocido el dafio, la base es
escindida de su azucar radical en el DNA, dejando un sitio AP. La especificidad de
la via esta conferida por las diferentes DNA-glicosilasas que eliminan distintos

tipos de dafios.

A continuaciodn, la endonucleasa AP (APE1, la AP endonucleasa mas importante
en el ser humano) corta el esqueleto de fosfodiéster en extremo 5' del sitio AP,
ocasionando una ruptura de DNA de cadena sencilla (ssDNA). Posteriormente, se
recluta la DNA polimerasa que al tener actividad AP liasa, elimina el azticar-fosfato
abasico, dejando un hueco de un nucleétido que contiene 3’-OH libre. La DNA pol
es dependiente del antigeno nuclear celular (PCNA) para poder desplazar la
cadena dafiada (Huggins, y otros, 2002; Asagoshi, y otros, 2010; lyama & Wilson,
2013; Devlin, 2015; Niederhuber, Armitage, Doroshow, Kastan, & Joel, 2020).

En la via SP-BER, la pol {3 es la que se encarga de dejar el extremo 3’-OH libre para
luego, unirse la proteina 1 de complementacidn cruzada de reparacion de rayos X
(XRCC1). Esta enzima sirve como andamio para presentar un sitio de unién no
reactivo y asi puedan interactuar la pol 3 con la DNA ligasa Illa (LIG3). Finalmente,
en forma de complejo (pol - XRCC1- LIG3-PCNA), la LIG3 une la desoxirribosa del
nucleétido de reemplazo con la cadena principal de desoxirribosilfosfato.
Mientras que en la via LP-BER, se une la pol §/¢, seguida de la endonucleasa
especifica de estructura flap (FEN-1 por sus siglas en inglés) que realiza la escision
de nucleétidos desplazados 5’ (flap). Y finalmente, el Gltimo paso de la reparacion

es la ligacién. En esta subvia se emplea la LIG1, que mantiene una interaccién con
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la PCNA y la pol B. (Huggins, y otros, 2002; Asagoshi, y otros, 2010; Leyns &
Gonzalez, 2012; Iyama & Wilson, 2013; Devlin, 2015; Niederhuber, Armitage,
Doroshow, Kastan, & Joel, 2020; Li, Cao, Liu, Tang, & Guo, 2022; Wang, Yu, & Wang,
2023; Shadfar, Parakh, Jamali, & Atkin, 2023).
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Figura 4. Via de reparacién BER.

La via BER comienzan por el reconocimiento del dafio por un conjunto de glicosilasas, quienes eliminan
cualquier tipo de base purina o pirimidina que presente un dafio, formando un sitio AP. Este sitio es cortado
en su esqueleto de fosfodiéster en extremo 5' por una endonucleasa AP ocasionando una ruptura de DNA. De
manera subsiguiente, la DNA polimersasa se recluta junto con la PCNA, eliminando el azticar-fosfato abasico
y dejando un hueco de un nucleétido con 3’-OH libre, mientras PCNA desplaza la cadena dafiada. En este paso
la via BER se divide en dos subvias. En la subvia SP-BER la pol crea un complejo con la XRCC1 y la LIG3, que
se encargara de cortar y unir el tltimo enlace. Tanto que en la subvia LP-BER se une FEN-1 para escindir el
flap. Y, finalmente la LIG1, en complejo con la Pol y PCNA genera la ligacién. Creada por Sofia Tomas.
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1.6.2 FEN-1

La endonucleasa especifica de estructura flap (FEN-1) es una enzima de
aproximadamente 40 kDa que pertenece a la familia FEN-1 de nucleasas
especificas de estructura con las que comparte dos regiones conservadas, N (N-
terminal) e I (interna). Se ha demostrado, mediante estructuras cristalinas de las
proteinas pertenecientes a la familia FEN-1 de diferentes especies, que dichas
regiones (N e I) forman un dominio globular conservado en el que se encuentra el
sitio activo (Asp23, Asp34, Asp86, Glul58, Glul160, Aspl179 y Aspl181).Los
miembros de la familia FEN-1 poseen una separacion entre las regiones N e [ de
<70 aminodcidos (aa) (excepto la XPG, que contiene 600 aminoacidos entre ambas
regiones), en donde se forma un arco helicoidal por arriba del sitio activo. Este
arco se encarga de la union y catalisis del DNA. Ademas, FEN-1 presenta una
pequeiia cufia hidréfoba expuesta en la superficie y un bolsillo de unién a 1 nt, que
confiere especificidad a las estructuras de doble flap, también parece favorecer al
posicionamiento del flap 5' de ssDNA cerca del sitio activo. Un tercer motivo
ubicado en el extremo C-terminal esta involucrado en la interacciéon con PCNA
(Chapados, y otros, 2004; Hohl, Dunand Sauthier, Staresincic, & Jaquier Gubler,
2007; Tsutakawa, y otros, 2011).

Investigaciones previas han descrito mas a fondo los sitios conservados de FEN-1.
Esta enzima se distingue por tener dos dominios o bloques importantes, el bloque
acidicoy el bloque CAP. Se ha sugerido que el bloque acidico es un bucle especifico
(Unico de FEN-1) que impide que el DNA pase mas alla de la cavidad de una base
por repulsion de carga. Mientras que el bloque CAP, aunque también esta presente
en otra enzima de la misma familia, este mantiene una secuencia especifica. Este
bloque se encuentra sobre el arco helicoidal y deja el Gateway (puerta de enlace)
abierto, pero limita el acceso del sitio activo a los extremos. Los aminoacidos
pertenecientes a las cadenas laterales positivas interactiian con la cadena de
plantilla en la unién a ssDNA y dsDNA (Tsutakawa, y otros, 2011; Tsutakawa, y
otros, 2017).
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A pesar de que varios miembros familia FEN-1 como FEN-1, EXO1, GEN-1 y XPG
comparten un dominio de nucleasa conservado que pueden procesar moléculas
con flaps, solo esta ultima es capaz de procesar adicional y eficientemente
sustratos de burbujas o bucles, usando como cofactor tanto a Mg*2 como a Mn*2.
En tanto que GEN1 reconoce y escinde uniones de Holliday, FEN-1 (participa en la
via BER) prefiere un duplex mellado con flaps monocatenarios 5’y 3’ y EXO1 un
flap corto 5’ (Hohl, Thorel, Clarkson, & Scharer, 2003; Grasby, Finger, Tsutakawa,
Atack, & Tainer, 2012; Gonzalez Corrochano, y otros, 2020).

FEN-1 es capaz de reconocer de manera especifica la columna vertebral de una
hebra de DNA monocatenaria 5' y rastrear el sitio de escision, que se encuentra en
la unién donde las dos cadenas del DNA se unen a la hebra monocatenaria.
También hidroliza los dsDNA que contiene un espacio o mella. Su actividad de la
endonucleasa no depende de la longitud del flap o colgajo 5', puede cortar DNA y

RNA sin proteinas accesorias (Hosfield, Mol, Shen, & Tainer, 1998).

Ademas de su participacion en la via de reparacién por escisién de base, también
se encuentra presente en la maduracion del fragmento de Okazaki. FEN-1 es
fundamental, ya que reconoce la estructura, se une a la base del flap y escinde con
precision, eliminando el RNA junto con una parte del DNA iniciador para crear una
mella que sera resuelta por una ligasa. Asi mismo, se encuentra involucrada en la
estabilidad de los telémeros formando un complejo con la telomerasa para
asegurarse de la eficiencia de replicacion de los telémeros (Finger & Shen, 2010;

Balakrishnan & Bambara, 2013).
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2. Antecedentes directos
En el 2007, Hohl, Dunand Sauthier, Staresincic y Jaquier Gubler realizaron un
estudio que se publico con el nombre de “Domain swapping between FEN-1 and
XPG defines regions in XPG that mediate nucleotide excision repair activity and
substrate specificity”. En este estudio pusieron a prueba la regién espaciadora de
XPG, mediante la creacién de una proteina hibrida. La proteina estaba conformada
por la enzima FEN-1 con la insercién de la region espaciadora de XPG entre los
dominios N e [ como se muestra en la siguiente figura 5. Cabe resaltar que tanto

XPG, como FEN-1 eran enzimas de H. sapiens.

A Hindlll Asel 5. ~
c ®© ©
107 792 88 39 _
xpG [N ] 1186 133 5.2
195 766 873
104/5
y
FEN-1 [N 380 43 8.8
186 233
158
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104 729
FEN-1-
IN [0 1 | 1005 112 4.9
XPG 186 783 858

KRSERR KLLKTF EWQDIN‘AEAEK
Figura 5. Esquema de construccion de la proteina hibrida FEN-1-XPG de H. sapiens
Imagen tomada de Hohl, Dunand Sauthier, Staresincic, & Jaquier Gubler, 2007. La regién espaciadora de XPG
(1° panel) entre los aminoacidos 107 y 732 (regién morada) fueron afiadidas en FEN-1 (2° panel) entre los

aminoacidos 104 y 105 (marcada con flecha negra) para formar la proteina hibrida FEN-1-XPG (3° panel).
Para cada una de las enzimas se muestra su tamafio de aminoacidos, su peso molecular en kDA y su pl.

El estudio demostro6 que, aunque ambas enzimas (FEN-1 y XPG) son nucleasas de
la misma familia, no mantienen la misma actividad frente a diferentes sustratos.
FEN-1 realiza su actividad nucleasa en flap y doble flap, mostrando preferencia a
este ultimo, mientras que no presenta actividad en burbuja (se une, pero no
realiza el corte). XPG tiene actividad nucleasa en flap, doble flap y burbuja. El
resultado obtenido fue que la proteina hibrida logro escindir una sonda burbuja,

pero pobremente, la mayor parte de la sonda permanecio6 intacta., (figura 6 y 7).
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Figura 6. Actividad endonucleasa de la proteina hibrida FEN-1-XPG en sustratos de flap y burbujas.
En ambos ensayos se usaron concentraciones crecientes (0.5 nM a 40 nM) de las proteinas (XPG, FEN-1-XPG
y FEN-1). Cada ensayo se resolvié en un gel nativo de acrilamida al 12 %. En carril 1 se muestra la sonda libre,
carril 2-8-interaccién sonda DNA-B/DNA-F y proteina. Imagen tomada de Hohl, Dunand Sauthier, Staresincic,
& Jaquier Gubler, 2007.
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Figura 7. Actividad endonucleasa de XPG, FEN-1 y FEN-1-XPG en un sustrato de flap simple y doble.
. Los ensayos se realizaron con concentraciones crecientes (2.5 pM a 0.1 nM) de las proteinas (XPG, FEN-1-
XPG y FEN-1). Cada ensayo se resolvid en un gel nativo de acrilamida al 12 %. En carril 1 y 8 se muestran la
sonda libre, carril 2-7 y 9-14-interaccién sonda DNA-F/DNA- DF y proteina. Imagen tomada de Hohl, Dunand
Sauthier, Staresincic, & Jaquier Gubler, 2007
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En el 2011, Tsutakawa, y otros, publicaron un trabajo bajo el nombre de “Human
Flap Endonuclease Structures, DNA Double-Base Flipping, and a Unified
Understanding of the FEN1 Superfamily”, donde describieron ampliamente la
estructura terciaria de HsFEN-1, incluyendo sitios conservados, dominios, sitio
activo, bloques importantes, entre otros (figura 8). En este estudio, los autores
mencionan que el bloque acidico (EEGE, entre los residuos 56-59) es un bucle
especifico que por repulsién de cargas puede impedir el paso al DNA. Mientras
que el bloque CAP proporciona selectividad a los extremos 5. Este bloque que,
aunque también estd presente en EXO-1, mantiene una secuencia Unica en FEN-1.
Por ellos los investigadores, decidieron generar una enzima hibrida. La proteina
hibrida llamada XFX2, estaba conformada primordialmente por la secuencia
aminoacidica de HsXPG con el intercambio de la regiéon espaciadora por la
secuencia a4 y a5 de HSFEN-1 (regiéon donde se encuentra el bloque CAP de
HsFEN-1) con el objetivo de saber si de esta forma podia participar en el

procesamiento de DNA burbuja (figura 9).
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Figura 8. Mapa de la estructura secundaria, los elementos estructurales y los mutantes de FEN1 con una
alineamiento de secuencias de los miembros humanos de la superfamilia FEN1 (EX0-1, XPG y GEN).
Los aa en azul son importantes para el contacto DNA-sitio activo, en verde para el contacto DNA-extremo 3’
del flap, en morado dsDNA-H2TH y en rojo el bloque acidico. Imagen tomada de Tsutakawa, y otros, (2011).
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Figura 9. Eficiencia de escision de XPG, XFX2 y FEN1 en un sustrato de DNA burbuja.
Los ensayos se realizaron con concentraciones de proteina 1 nM a diferentes tiempos de incubacién (5, 15,
30, 60 y 120 min). Los ensayos se resolvieron en un gel desnaturalizante de acrilamida (19:1) al 20 %. En
carril 1 se muestra el tiempo 0, carril 2, 7, y 12 - 5 min, carril 3,8 y 13-15 min, carril 4, 9 y 14-30 min, carril
5,10y 15-1hycarril 6,11y 16- 2 h. La letra S significa sustrato y la P producto. Imagen tomada de Tsutakawa,
y cols (2011).

Ellos esperaban que al adicionar el bloque CAP sobre la puerta de enlace se
reduciria o inhibiria la capacidad de cortar DNA-B. Con estos resultados, como se
esperaba XPG si es capaz de escindir DNA burbuja, y FEN-1 no posee esta

actividad. Respecto a la enzima hibrida XFX2, la actividad de nucleasa se vio
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significativamente reducida en el sustrato burbuja en comparacién con XPG
(figura 9). Concluyendo que, el bloque CAP contribuye a la selectividad del
sustrato, y esto reduce la actividad nucleasa en DNA burbuja. También, sugirieron
que XPG al carecer de un bloqueo acido no posee un obsticulo directo para
procesar el sustrato burbuja. Esto indica que la regién espaciadora no es la tinica

parte de la XPG que participa en el procesamiento de los sustratos burbuja.

Izaguirre Herndndez (2020) realiz6 un estudio de FEN-1 de G. duodenalis cuando
intentaba conocer la actividad nucleasa de XPG. Esto sucedié debido a que al
emplear la secuencia de XPG de humano (H. sapiens) o de levadura
(Saccharomyces cerevisiae) en la base de datos “Giardiadb” (todavia no estaba
actualizada y no mostraba los nombres de todas las enzimas) la enzima mas
parecida fue FEN-1 de G. duodenalis (figura 10). Debido a esto, para su
investigacion ella se basé en HsXPG, la cual necesita 12 nt aprox. de DNA de doble
cadena para poder unirse, por lo que las sondas disefiadas otorgan el espacio

suficiente para formar el complejo de unién entre la sonda-XPG.

Saccharomyces cerevisiae

Gene ID Transcript ID Organism @ © IF score @ il E-Value ©
GL50803_16953-126_1 Giardia Assemblage A isolate W8 82.4 SE17
GL50803_14208-126_1 Giardia Assemblage A isolate WB 55.1 6E-8

GL50803_9922-126_1 Glardla Assemblage A isolate WB 447 9E-5

Homo sapiens

Gene ID Transcript ID Organism @ © 15 score @ ik E-Value @
605 GL50803_16953-126_1 Giardia Assemblage A isolate WE 612 3E-10

GL50803_14208-126_1 Giardia Assembiage A isolate WE 51.6 9E-7

GL50803_9922-126_1 Giardia Assembiage A isolate WE 331 0.32E0

Figura 10. Busqueda blastp con XPG/Rad2 de H. sapiensy S. cerevisiae en Giardiadb.
GdFEN-1 posee el ID-GL50803_16953, E-Value con S. cerevisiae de 5x10'17 y con H. sapiens de 3x10'19, mientras
que GAXPG tiene el ID-GL50803_14208, E-Value con S. cerevisiae de 6x108 y con H. sapiens de 9x107. Basdndose
en el valor de E-Value, (mientras mas pequefio sea el resultado es mds confiable). Izaguirre Herndndez tomo
a GAFEN-1 como la enzima con mayor parentesco a HsXPG.

El trabajo de Izaguirre Hernandez (2020) titulado como “Identificacion y
caracterizacién bioquimica in vitro de la nucleasa putativa GdXPG/Rad2 de
Giardia duodenalis” demostré que la enzima FEN-1 de G. duodenalis es capaz de

unirse tanto a DNA homoduplex como a DNA burbuja (figura 11).

Ademas, descubri6 que, contrario a lo encontrado en diversos estudios de FEN-1

de organismos eucariotes (como es el caso del estudio de Hohl, Dunand Sauthier,
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Staresincic, & Jaquier Gubler, 2007), presenta actividad nucleasa en DNA con

estructura de burbuja (DNA-B) ya sea en presencia de Mg+*2 o de Mn*2 (figura 12).

LI 4 \ *
_\_/_

ST 0 04081216 2 ST 0 04081216 2

Complejo

Sonda libre

Figura 11. Ensayos de interaccion entre la proteina y las sondas de DNA.
Los ensayos se realizaron con concentraciones crecientes (0.4 uM a 2 uM) de las proteinas (XPG, FEN-1-XPG
y FEN-1). Cada ensayo se resolvié en un gel nativo de acrilamida (29:1) al 7 %. En carril 1 se muestra el
extracto de proteina de células sin transformar con el plasmido, carril 2- 1a sondas libre, carril 3-7-interaccion
sonda DNA-B/DNA-H (homoduplex) y proteina. Imagen tomada de Izaguirre Hernandez, 2020.

MgCl, MnCl,

I I |

SP SC 25 5 75 10 25 5 75 10

< Sonda sin corte

< Fragmento cortado

Figura 12. Ensayo de actividad nucleasa en sonda DNA-B de GdXPG putativa utilizando Mg*2 y Mn+2.
Los ensayos se realizaron con concentraciones crecientes (2.5 pM a 10 pM) de las cofactor (MgClz y MnClz).
Cada ensayo se resolvid en un gel nativo de acrilamida (29:1) al 12 %. En carril 1 se encuentra le cofactor sin
proteina (SP), carril 2- sin cofactor (SC), carril 2-10-actividad nucleasa. Imagen tomada de Izaguirre

Hernandez, 2020.
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Con todos estos antecedentes, en este trabajo, con el objeto de entender como la
FEN-1 de G. duodenalis podia escindir DNA burbuja, se analiz6 que parte de la
proteina FEN-1 era relevante para dicha actividad, asi analizamos los dominios o

bloque acidico y/o bloque CAP.

3. Justificacion
Giardia es un organismo que causa giardiasis y esta constituye un problema de
salud importante. Por lo que el estudio de las enzimas de reparaciéon del DNA en
Giardia, puede proveer algunos posibles blancos terapéuticos. La caracterizacion
del mecanismo para que la enzima GAFEN-1 (enzima importante en la reparacion
de lesiones en el DNA mediante la via de reparacién BER) pueda llevar a cabo la
actividad de nucleasa en DNA burbuja, ayudara a entender como operan estas
enzimas en este pardsito y eventualmente podria sugerir algunos blancos

terapéuticos.

4. Hipétesis
El bloque acidico o el bloque CAP son importantes en la actividad nucleasa para

procesar al sustrato burbuja.

5. Objetivos
5.10bjetivo general
Generar y expresar la mutante GdFEN-1-HsBA (bloque acidico) y GdAFEN-1-HsBC

(bloque CAP), para evaluar su actividad de nucleasa burbuja.

5.2 Objetivos especificos
Analizar in silico las proteinas GAFEN-1 silvestre y mutantes.
Obtener las mutantes del bloque acidico y el bloque CAP.

Expresar y purificar las proteinas GAFEN-1 silvestre y mutantes.

s W N

Determinar la capacidad de unién de las proteinas GAFEN-1 silvestre y
mutantes en diferentes sustratos de DNA (flap y burbuja).
5. Determinar la actividad nucleasa de las proteinas GdFEN-1 silvestre y

mutantes en diferentes sustratos de DNA (flap y burbuja).
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6. Estrategia experimental

Analisis in silico

Obtencion de las
mutantes

Expresion y
— purificacién de las

—~— proteinas . /7'0
: Determinar la Determinar la actividad -
capacidad de union de nucleasa de las :
i las proteinas a DNA proteinas

7. Metodologia
7.1 Analisis bioinformatico
El andlisis bioinformatico empezé con el alineamiento de las secuencias de la
FEN-1 de G. duodenalis y de H. sapiens empleando la herramienta de Espript3

https://espript.ibcp.fr/ESPript/ESPript/ con la finalidad de conocer las regiones

conservadas y los bloques acidico y CAP. Posteriormente, se uso el programa
SnapGene® software (from Dotmatics) para intercambiar las secuencias de los

bloques (acidico y CAP) de G. duodenalis por los bloques de H. sapiens.

Una vez intercambiado los bloques se llevé a cabo la prediccion de las estructuras
terciaras mediante el programa AlphaFold2 y se realizé el andlisis de homologia
de estructuras mediante sobrelapamiento con la ayuda del programa Chimera
1.16 para observar los cambios estructurales. También se utiliz6 el recurso

bioinformatico de ExPASy https://www.expasy.org/ para conocer, vincular,

parametros fisico-quimicos y el punto isoeléctrico (pI) de cada enzima.
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7.2Mutacion del bloque acidico o CAP de FEN-1 de G. duodenalis
Para poder realizar la sustitucion de los bloques (acidico y CAP) de G. duodenalis
por los de H. sapiens. Las reacciones de mutagénesis dirigida por sustitucion se
llevaron a cabo utilizando el kit Q5 Site-Directed Mutagenesis (NEB). Lo primero
a realizar fue el disefno de los primers forward y reverse para cada uno de los
bloques de interés (tabla 2). Para para el disefio de primer, como lo indicé el
proveedor se empled el programa este paso se por se usd el programa

NEBaseChanger https://nebasechanger.neb.com/.

Tabla 2. Primers para la mutagénesis dirigida por sustitucién de los bloques acidico y CAP.

Bloque Primer Secuencia

Bloque Forward 5’ GCGAGACAACAAGCCACCTAGTG 3’

acidico Reverse 5" CCTCCTCGTTAGCTAAGGCCGTG 3’

Bloque Forward 5’ TTTACAAAGCGCCTTGTGAAGGTCACGCAG 3’
CAP Reverse 5" CTTCTCAACCTCCTGAAGGTTTCCTTCCTCC 3’

Después de disenar los primers, se realizé la reaccion de PCR (1X Q5 Hot Start
High-Fidelity 2X Master Mix, 0.05uM primer forward, 0.05uM primer reverse, 1 -
25 ng de DNA (GdFEN-1-pET100 )) con las condiciones mostradas en la tabla 3.

Tabla 3. Condiciones de amplificacién para reaccidn de secuenciacion.

Ciclos Paso Temperatura (°C) @ Tiempo
x1 Desnaturalizacion inicial 98 30”
Desnaturalizacion 98 10”
x25 Alineamiento 57 30”
Extension 72 3:30’
<1 Extension final 72 2’
Hold 4 00

Terminada la PCR, se tomé 1 pL de la reaccion y se incub6 5 min a 37 °C con la
reaccion de KLD (1X de buffer de reaccion KLD, 1X Mix de enzimas KLD). Pasada
la incubacion, se agregaron 5 pl de cada reaccidn para transformar células DH5a

de E. coli quimicamente competentes.

7.2.1 Analisis de candidatas
Se analizaron 5 colonias candidatas que contuvieran el GAFEN-1-pET100 con la

mutacion en el bloque acidico (GAFEN-1-HsBA-pET100) o bloque CAP (GAFEN-1-
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HsBC-pET100). Primero se extrajo el DNA plasmidico por miniprep, se
transformaron células BL21 de E. coli y con objeto de descartar todos aquellas
mutantes que estuvieran fuera de marco de lectura, se indujeron con IPTG para
realizar un gel de acrilamida y un western blot (WB). Mas adelante, todas las
colonias candidatas positivas (sobreexpresiéon de una proteina de 41.630 kDa)

fueron sometidas a secuenciacion.

Induccion piloto

Para descartar las colonias candidatas que contuvieran proteinas fuera de fase se
realizé una induccién piloto. Se parti6 de un cultivo semilla de 1 mL de medio LB
con ampicilina (100 pg/mL) y se incub6 en agitacién a 37 °C de 16-18 horas.
Posteriormente se preparé un cultivo semilla para inocular 10 mL de medio LB
liquido con ampicilina (100 pg/mL) y se incubd hasta obtener una ODsoo de 0.5.
Una vez llegada a la densidad 6ptica deseada se anadi6 IPTG con concentracion
final de 1 mM y se incubaron a 37 °C en agitaciéon por 3 h. Posteriormente, se
centrifugaron 3 mL de las muestras a 13,500 rpm por 2 min, se decantd el
sobrenadante y se resuspendié el cultivo celular en 300 pl de solucién 1x
LAEMMLI con 2.5% [-mercaptoetanol. Se hirvieron por 5 min y se resolvieron en
dos geles de acrilamida desnaturalizante al 10 % por 90 min a 100 V (uno para

tefiirlo con azul de Coomassie y otro para el WB).

Western Blot (WB)

Para el WB se emple6 un gel de acrilamida al 10% y se realizo la transferencia
semihimeda en membrana PDVF (previamente activada con metanol absoluto y
equilibrada con buffer) a 100 v por 1:30 h. La membrana se bloque6 con una
solucién de 5 % de leche en buffer 1x TBS-T (20 mM Tris base, 150 mM Nac(l, 0.1
% Tween 20; pH=7.6) por 1 h en agitaciéon a temperatura ambiente (TA). Se
decanto la solucion de leche-TBS-T y se afiadi6 el anticuerpo primario contra la
etiqueta de histidinas (1:7,000) en solucién TBS-T y se incub6 durante 16 horas a
4 °C. Transcurrida la incubacién se retir6 el anticuerpo primario, se efectuaron 3
lavados con TBS-T por 10 min en agitacién y se afiadié el anticuerpo secundario

anti-ratén (1:20,000, sigma-aldrich, #H1029) con el que se incub6 1 h a TA. Se lavo
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la membrana 3 veces como se describié anteriormente y se revel6 utilizando el
reactivo de quimioluminiscencia de Western Lightning Plus-ECL de PerkinElmer.

Ademas, posterior al WB se tifié la membrana con rojo de ponceau.

Secuenciacion

Las colonias candidatas que resultaron ser positivas en el gel de acrilamida tefiido
con Coomassie, membrana tefiida con rojo de ponceau y western blot, fueron
analizadas mediante secuenciacidn. Las reacciones de secuenciacion se llevaron a
cabo con el kit BigDye Direct Cycle Sequencing de Thermo Fisher Scientific. Se
afiadi6 el plasmido GAFEN-1-HsBA-pET100/ GAFEN-1-HsBC-pET100 (100 ng), el
oligonucleotido (3.2 uM, 5° GGCGATATAGGCGCCAGCA 3’) y H20 miliQ a un tubo
con un volumen total de para PCR que se incub6 a 72 °C por 5 minutos y después
a TA por 5 minutos para favorecer la hibridacién. Posteriormente, se afiadio el

buffer de reaccion (4 pL) el Master Mix BigDye (4 pL) para la PCR (tabla 4).

Tabla 4. Condiciones de amplificacién para reaccién de secuenciacién.

Ciclos Paso Temperatura (°C) Tiempo
x1 Desnaturalizacion inicial 96 5’
Desnaturalizacion 96 20”
x30 Alineamiento 53 20”
Extension 60 4
<1 Extension final 4 7’
Hold 4 00

La reaccion se transfiri6é a un tubo de 1.5 ml al que se afiadieron: 5 pl de 125 mM
EDTA pH 8 y 60 ul de etanol 100 % grado biologia molecular y se incubé a TA por
30 minutos. En seguida, se centrifugé a 13,500 rpm por 20 minutos y se llevaron
a cabo dos lavados con etanol 70 % centrifugando a 13,500 rpm. La reaccidn se
dejo secar a TA y fue leida en el equipo 310 Genetic Analyzer de Thermo Fisher
Scientific de laboratorios LANSE-Cinvestav. El electroferograma resultante se
examind mediante la aplicacion SnapGene y la secuencia obtenida en MultAlin

http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/.
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7.2.2 Preparacion de células de E. coli quimicamente competentes
Se prepararon Las células competentes de E. coli siguiendo el protocolo Hanahan
(Sambrook & Russell, 2001). En cajas Petri con medio LB sélido se sembré una
colonia de células DH5a (RecAl y EndA1- F- @80lacZA M15 A (lacZYA-argF) U169
recA1 endAl1 hsdR17 (rK- mK+) phoA supE44 A- thi-1 gyrA96 relAl) y BL21
(deficiente en proteasas Lon y OmpT, F- ompT hsdSs (rs—, ms-) gal dcm (DE3)) de
E. coliy se incubd a 37 °C de 16-18 horas. Una colonia se inoculé en 5 mL de medio
LB liquido para un cultivo semilla, se incubé en agitacién a 37 °C de 16-18 horas.
Posteriormente, el cultivo semilla se emple6 para inocular un cultivo de 100 mL
de medio LB liquido que se incub6 en agitaciéon a 37 °C hasta alcanzar ODeoo de
0.5. Se centrifug6 a 5,000 rpm 10 min a 4 °C. Se decant6 el sobrenadante y se
resuspendié el cultivo celular en 8 mL de buffer TFB I estéril (30 mM KOAc, 100
mM RbClz, 10 mM CaCl2, 50 mM MnClz-4H20, 15% glicerol; pH 5.8). Se centrifugé
a 5,000 rpm por 10 min a 4 °C y se decanto el sobrenadante. El cultivo celular se
resuspendié en 1 ml de buffer TFB II estéril (10 mM MOPS, 75 mM CaClz, 10 mM
RbClz, 15% glicerol; pH 6.5) y se reparti6 en alicuotas de 50 pl, inmediatamente

congeladas con hielo seco, y se almacenaron a -80 °C.

7.2.3 Transformacion de células de E. coli quimicamente competentes
Para transformar las bacterias y calcular su eficiencia se usaron el plasmido pET
100. Se tom0d una alicuota de las bacterias quimicamente competentes y se agrego
300 ng del plasmido. Se incub6 30 min en hielo, un 1 mina 42 °Cy 1 min en hielo.
Inmediatamente, se afiadi6 1 mL de medio LB liquido y se incub6 en agitacion a
37 °C por 1 h. Finalmente, se utilizaron 100 pl para sembrar en caja Petri con

medio LB so6lido con ampicilina (100 pg/ml) y se incubé a 37 °C de 16-18 h.

Para conocer la eficiencia se contaron las colonias obtenidas y empleo la siguiente

formula:

No.de colonias * Vol. total

ficiencia de transformacion (ug de plasmido = Vol.de siembra)
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7.2.4 Extraccion de DNA plasmidico

EasyPrep

En este método se sigui6 el protocolo establecido por Berghammer y Auer (1993).
Se inocularon células de E. coli en 5 mL de medio LB con ampicilina (100 ug/mL)
y se incubaron alrededor de 16-18 horas a 37 °C en agitacién. Mas tarde se
centrifug6 a 13,000-13,500 rpm por 2 min y se resuspendio el cultivo celular en
50 pl de buffer de lisis (10 mM Tris-HCI pH 8, 10 mM EDTA, 0.1 mg/mL BSA, 0.2
mg/mL RNAsa A, 15% m/v sacarosa, 2 mg/mL lisozima). Se incubaron a TA por 5
min, se hirvieron 1 min y, de inmediato, se colocaron en hielo 1 min. En seguida,
se centrifugaron a 13,000- 13,500 rpm por 15 min y, finalmente, se recuperé el
sobrenadante que se almacenara a -20 °C. La integridad se confirmé mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1% en buffer TBE 0.5x (44.5 mM Tris, 44.5 mM
acido borico, 1 mM EDTA 0.001M) que se sometié 100 V por 30 min.

MiniPrep

El método se realiz6 siguiendo el protocolo establecido por Qiagen con algunas
modificaciones. Se inocularon células de E. coli en 5 mL de medio LB con
ampicilina (100 pg/mL) y se incubaron alrededor de 16-18 horas a 37 °C en
agitacion. Se centrifug6 a 14,000 rpm por 2 min para generar el cultivo celular. Se
decanto el sobrenadante y se resuspendid el cultivo celular con 500 pL de buffer
P1 (50 mM Tris-Cl pH 8, 10 mM EDTA, 100 pg/mL RNAsa A). A continuacion, se
aplicé un vortex y se ahadié 500 pL de buffer P2 (200 mM NaOH, 1% SDS (w/v)).
Se mezclo por inversion y se incubd 5 min a TA para agregar 500 pL de Buffer P3
(3 M acetato de potasio pH 5.5). Nuevamente se mezclo, pero se incub6 5 min en
hielo. Se centrifugd, recuperé el sobrenadante y precipité el DNA con 750 uL de
isopropanol frio por 1 h a -20°C. Después, se centrifugé 15 min a 14,000 rpm, se
decanté el sobrenadante. El cultivo celular se centrifugé con 50 uL de etanol 70%
(para realizar un lavado), se retir6 el sobrenadante, se dejé secar el cultivo celular
aproximadamente 15-20 min a TA y se resuspendié en 50-100 uL de H20
bidestilada. La integridad se confirmé por electroforesis en gel de agarosa al 1%

en buffer TBE 0.5x que se someti6 100 V por 30 min.
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7.3Sobreexpresion y purificacion de GAFEN-1 silvestre y mutantes
La cepa BL21 de E. coli transformada se emple6 para expresar las proteinas de
interés (GdFEN-1-WT, GdFEN-1-HsBA y GdFEN-1-HsBC) en condiciones
determinadas. Mas adelante, se purificaron por cromatografia de afinidad y se

cuantificé por el método de Bradford.

7.3.1 Expresion de enzimas
Para la induccién de las proteinas se realiz6 un cultivo semilla de 10 mL de medio
LB con ampicilina (100 pg/mL) y se incubé en agitaciéon a 37 °C de 16-18 horas.
Se manejé un cultivo semilla para inocular 500 mL de medio LB liquido con
ampicilina (100 pg/mL) y se incub6 hasta obtener una ODeoo de 0.5. Prontamente,
llegada a la densidad 6ptica deseada se afiladié IPTG con concentracion final de 1
mM y se incubaron a 37 °C en agitaciéon por 3 h. Posteriormente, se efectud la

metodologia de purificacion.

7.3.2 Purificacion de enzimas
La purificacién de las enzimas se llevé cabo siguiendo el protocolo establecido en
el manual de usuario del vector (Life Technologies, 2010). Siguiente ala induccion
con IPTG, el cultivo se centrifugé6 por 10 min a 7,000 rpm y se desechd el
sobrenadante, mientras que el cultivo celular fue resuspendido en 6.25 mL de
Buffer A 30 mM y se sonic6 10 veces con una potencia de 100% en intervalos de 5
seg con descansos de 35 seg. Consecutivamente, se centrifug6 a 15,000 rpm
durante 40 min y se recupero el sobrenadante, que después fue filtrado con una
membrana con tamafio de poro de 0.20 uM para generar el extracto total. Se coloco
1 mL de perlas agarosa-niquel en la columna y se equilibro con el uso de buffer A
30 mM. Se afiadi6 el extracto total a la columna, se dej6 reposar 15 min y se eluy6
para recuperar la fracciéon no unida. En seguida, se afladieron 7 mL de buffer A 30
mM (50 mM NaH2P04*H20, 300 mM NaCl, 30 mM Imidazol, 0.8 mM PMSF, 80 mM)
y se eluyd (primer lavado). Inmediatamente, se agregdé 7 mL de buffer A 50 mM
(50 mM NaH2P04*H20, 300 mM NaCl, 50 mM Imidazol, 0.8 mM PMSF, 80 mM

Benzamidina) y se eluy6 (segundo lavado). Por ultimo, se adicion6 10 mL de buffer
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B 300 mM (50 mM NaH2P04*H20, 300 mM NacCl, 300 mM Imidazol, 0.8 mM PMSEF,

80 mM Benzamidina) y se colectaron 10 fracciones de 1 mL.

De cada fraccidn se tomo6 40 pl para realizar un gel de acrilamida al 10%. El resto
de las fracciones obtenidas (1-10) se centrifugd en una columna de Amicon Ultra
4 Centrifugal Filter Devices 30 K por 10 min a 7500 g. Se desech¢ el filtrado y se
recupero la enzima concentrada con 80 pl de buffer T-150 (pH 7.5, 20 mM Tris-
HCI, 0.4 nM EDTA, 0.15 M KCI). Finalmente, se dividié en alicuotas de 20 ul que se

almacenaron a -80 °C con 15 % de glicerol.

7.3.3 Cuantificacion por método de Bradford
La cuantificaciéon de las enzimas se realiz6 mediante el método de Bradford
(Bradford, 1976). Se prepar6 una curva patrdén por duplicado utilizando BSA en
concentraciones de 0 a 3 mg/mL. Se us6 muestras de proteina concentrada y
diluida 1:4 por duplicado. En el ensayo se aplicaron 180 ul de reactivo de Bradford
en las reacciones, se usé una microplaca de 96 pozos y el equipo Chromate 4300

de Awareness Technology Inc.

7.4Evaluacion de la capacidad de union GAFEN-1 silvestre y mutantes
En estos ensayos de cambio de movilidad electroforética, concentraciones
crecientes de la proteina purificada (GAFEN-1-WT, GAFEN-1-HsBA o GdFEN-1-
HsBC) se incubaron con las sondas de DNA (flap o burbuja) en un buffer de unién
(40 mM Tris-HCl, 1 mM DTT, 5 mM MgClz) Siguiendo el protocolo establecido por
Garcia Lepe, (2022). Las reacciones se resolvieron en un gel de poliacrilamida
nativo al 4 %, en buffer TAE (40 mM Tris-acetato, pH 7.5 y 0.5 mM acido
etilendiaminote-traacético). Los complejos DNA-proteina se visualizaron a 600

nm en un escaner Odyssey®FC Scanner Imaging System (LI-COR Biosciences).

7.4.1 Diseifio e hibridacion de sondas fluorescentes de DNA
Previamente se disefiaron dos sondas de DNA (flap y burbuja) que tuvieran un

oligonucle6tido marcado con 6-carboxil fluoresceina en el extremo 5 (Garcia-
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Lepe, manuscrito en preparacion). Los primers utilizados para las sondas que se

sintetizaron por la compafia T40ligo se muestran en la tabla 5.

Tabla 5. Secuencia de los oligos de la sonda flap y burbuja

Primer Secuencia
A-bubble 5’ *5" CGCGGATCCCACTACGCCGATTTTTTTTTT
FAM* TTTTTTTTTTACGTATGCCACGAATTCGCG 3’
B-bubble 5" CGCGAATTCGTGGCATACGTTTTTTTTTTT
TTTTTTTTTTTCGGCGTAGTGGGATCCGCG 3’
D-flap 5" CCGGTCTAGACTCGCATCTC 3’
E-flap 5’ CGCGAATTCGTGGCATACGTAAAAAAAAAA

AAAAAAAAAAGAGATGCGAGTCTAGACCGG 3’

La eleccién de la sonda se basé en el estudio de Garcia Lepe (manuscrito en proceso).

Para la sonda flap (DNA-F) se emplearon cantidades equimolares de los primers
E y D, se incubaron a 80 °C por 5 min y se dejo enfriar a TA hasta los 50 °C.
Posteriormente, se anadié el primer A (en cantidades equimolares), se incubaron
a 50 °C por 5 min y se dejé enfriar a TA por 2 h. Para la sonda burbuja (DNA-B) se
hibridaron cantidades equimolares del primer A y B, se incubaron a 70 °C por 5
min y se dejaron enfriar a TA por 2 h. Las sondas se almacenaron en oscuridad a

-20 °C. La figura 13 muestra el esquema de la hibridacién de ambas sondas.

80°C-5' 70°C- 5’
@ D+E Flap @ A+B Burbuja

5’ FAM 4/\_}\
D
\ / B
E
\ 20 nt 40nt j 200t | 20nt | 20nt |
50°C-5'
D+E+A
5’ FAM
[\ A
E
L 20 nt | 40 nt J
Figura 13. Disefio e hibridacién de sondas fluorescentes de DNA flap y burbuja.
Electrodidlisis

La reaccion anterior se cargo en un gel de acrilamida al 10 % preparado con TAE
1X que se sometio a electroforesis a 100 V por 40 min. Posteriormente, el gel se

visualiz6 a 600 nm en un escaner Odyssey®FC Scanner Imaging System (LI-COR
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Biosciences) y se cortd la porcién del gel correspondiente al tamafio de la sonda.
Se coloc6 en una membrana de dilisis (Spectra/Por molecular porous membrane
tubing2, MWCO: 6 - 8 kDa, Spectrum Laboratories, Inc.) con 300 uL de TAE 1Xy se
sometio a electroforesis a 100 V por 30 min. A continuacién, se recuperd el buffer
en un tubo de 1.5 ml al que se afiadieron 2 volimenes de etanol 100 % grado
biologia molecular, 10 mM MgClz, 0.2 M NaCl y se incub6 a -20 °C por 12-20 h para
precipitar el DNA. Finalmente, se centrifugé a 13,500 rpm por 1 h, se hicieron 3
lavados de pastilla con etanol 70 % grado biologia molecular, se dej6 secar a TA 'y

se resuspendio6 en 20-30 pl de agua estéril libre de nucleasas.

7.5Evaluacion de la actividad nucleasa de las enzimas.
Para determinar la actividad nucleasa, una concentracion fija (4 uM) de la proteina
purificada (GAFEN-1-WT o GdAFEN-1-HsBA) se incubd con la sonda flap o burbuja
(5 pmol), en buffer para nucleasa (30 mM Tris-HCl, 1 mM DTT, 50 mM KCI, 50
ug/mL BSA, 5 mM MnClz) por 1 h. Después, las reacciones se detuvieron con 0.1
mg/mL de proteinasa K y dodecilsulfato de sodio (SDS, por sus siglas en inglés) al
3 %. Prontamente, las reacciones resolvieron en un gel de poliacrilamida nativo al
7 %, en buffer TAE (40 mM Tris-acetato, pH 7.5 y 0.5 mM Aacido etilendiaminote-
traacético). Las bandas de DNA se visualizaron a 600 nm y se tomaron fotosen un

escaner Odyssey®FC Scanner Imaging System (LI-COR Biosciences).

8. Resultados
8.1 Analizar in silico las proteinas GAFEN-1 silvestre y mutantes
Se realiz6 un alineamiento de las secuencias de aminoacidos de las enzimas FEN-
1 de H. sapiens (HsFEN-1) y de G. duodenalis (GAFEN-1) mediante la herramienta
Espript3 para conocer las regiones conservadas. Ademas, empleando Conserved
Domains and Protein Classification de NCBI se encontré que ambas enzimas
contienen dominios conservados como el dominio N-terminal, la interacciéon con
PCNAy el dominio I. Dentro del dominio N-terminal se encuentra el bloque acidico
(recuadro verde), mientras que en el dominio I se encuentra el bloque CAP

(recuadro naranja). Los dominios y los bloques se muestran en figura 14.
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Figura 14. Alineamiento de las secuencias de FEN-1 de H. sapiens (HsFEN-1) y de G. duodenalis (GAFEN-1).
Los aminoacidos resaltados de color verde son importantes para que el DNA este en contacto con el sitio
activo. Los aminodcidos blancos en cuadro rojo mantienen identidad estricta, los rojos son aminoacidos
similares. ademas, en la parte de arriba de cada rengldon del alineamiento se muestra la estructura secundaria.
HsFEN-1 posee el ID- NP_004102y GdFEN-1 el ID-GL50803_14208.

Se genero la prediccion de la estructura terciaria de la enzima GdFEN-1 silvestre
(GAFEN-1-WT), la enzima mutante en el bloque acidico (GAFEN-1-HsBA) y la
mutante en el bloque CAP (GAdFEN-1-HsBC). Al comparar GAFEN-1-HsBA con
GdFEN-1-WT se observé que al intercambiar los bloques acidicos a simple vista

no afecta la configuracién de la estructura terciaria ni su estructura desordenada
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(figura 15, a)). Asi como también, al empalmar las estructuras terciarias de las
enzimas GAFEN-1-HsBC y GAFEN-1-WT se concluy6 que no existe una diferencia
significativa ni altera la estructura a-hélice (figura 15, b)) Ademas, con la ayuda
de ExPASy se identificé que la enzima GAFEN-1-WT tiene un punto isoeléctrico de

7.97, mientras que la GAFEN1-HsBA y GAFEN1-HsBC presentan un pl de 6.92.

a)

Figura 15. Comparacién de las predicciones de estructuras terciarias.
a) GAFEN-1-WT (morado) y GAFEN-1-HsBA (verde), b) GAFEN-1-WT (morado) y GAFEN-1-HsBC (azul). El
recuadro rosa es un aumento a la regiéon donde ocurre la mutagénesis dirigida de sustitucion del bloque
acidico y el bloque CAP. Las estructuras terciarias de cada enzima se predijeron con Alphafold y se realizé el
sobrelapamiento mediante Chimera 1.16.
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8.2 Obtener las mutantes del bloque acidico y el bloque CAP

Para la obtencion de las mutantes se empled el kit Q5 Site-Directed Mutagenesis
(NEB) como se indica en el apartado de metodologia. A partir del plasmido FEN-
1-pET100 se generaron los pldsmidos portadores de las mutantes de GAFEN1 y se

nombraron GAFEN1-HsBA-pET100 (mutante del bloque acidico, figura 16) y
GAFEN1-HsBC-pET100 (mutante del bloque CAP, figura 17).

=

Figura 16. Plasmido GdFEN-1-HsBA-pET100
El vector contiene el gen que traduce a la enzima FEN-1 (flecha naranja) con la mutacién en el bloque acidico

(flecha amarilla). Contiene gen de resistencia a la ampicilina (flecha morada) y su promotor (flecha vino) y el
gen Lacl (flecha roja) para la induccién con IPTG. Imagen realizada mediante SnapGene.

ploc acidico Gg y
/o,
Qe

g

s
)
3
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s

GAFEN-1-HsBC-pET100
6778 bp

=

Figura 17. Plasmido GdFEN-1-HsBC-pET100

El vector contiene el gen que traduce a la enzima FEN-1 (flecha naranja) con la mutacién en el bloque CAP

(flecha verde pequerfia). Contiene gen de resistencia a la ampicilina (flecha morada) y su promotor (flecha
vino) y el gen Lacl (flecha roja) para la induccién con IPTG. Imagen realizada mediante SnapGene.
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Una vez obtenido los plasmidos con las mutaciones deseadas se transformaron en
células de DH5a de E. coli y las colonias candidatas fueron analizadas. Se extrajo
el plasmido y se transformaron en células de BL21 de E. coli. Se sometieron a una
induccién piloto con 1 mM de IPTG por 3 h. En seguida, se prepararon las muestras
para analizarlas por medio de gel de acrilamida tefiido con Coomassie, Western

Blot (WB) y la membrana del WB tefiida con rojo de ponceau.

a) d)
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Figura 18. Analisis de candidatas de mutantes en bloque acidico y bloque CAP en GAFEN-1 por geles tefiidos
con Coomassie y Western blot.

a) y d) Gel nativo de acrilamida al 10 % tefiido con azul de Coomassie para descartar las proteinas fuera de
fase.b) y e) Las membranas utilizadas para el western blot se tifieron con rojo de ponceau. ¢) y f) Los ensayos
de WB fueron realizados con el anticuerpo primario anti-histidina (1:7,000) y el anticuerpo secundario anti-
mouse (1:20,000). El marcador de peso molecular (PM) (BIO-HELIX, BLUltra Prestained Protein Ladder,
broad range 6.5-270 kDa, PM001-0500) se muestra en carril 1, carril 2-GdFEN-1-WT, carril 3-7-colonias
candidatas (C1-5). La enzima es indicada con una flecha negra, su peso es de 41.630 kDa.
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En la figura 18 se muestran los resultados de 5 clonas candidatas. En los incisos
a), b) y c) se muestran que de las clonas transformadas con el pldsmido GAFEN-
1-HsBA-pET100, tnicamente, la C2 presenta no expresa la proteina en fase.
Mientras que en los incisos d), e) y f) se observa que de las colonias transformadas

con el vector GAFEN-1-HsBC-pET100 solo la C1 y la C3 expresan.

Una vez analizados los resultados anteriores se realizé una secuenciacién a las
colonias elegidas con la finalidad de confirmar que la secuencia original habia sido
sustituida por el bloque ya acidico o CAP de humano, o para eliminar aquellas que
se hubiera realizado un cambio no deseado. Para la mutante del bloque acidico se
eligié secuenciar la colonia C1 (C1-GdFEN-1-HsBA), en tanto que para la mutante

del bloque CAP se optd por la colonia C3 (C3-GdFEN-1-HsBC).

La secuencia obtenida de los electroferogramas (figura 19) se aline6 en la
plataforma de MultAlin con la secuencia del GAFEN-1-WT y la secuencia de a)
GdFEN-1-HsBA o b) GAFEN-1-HsBC realizada in silico en SnapGene (figura 20). En
ambas secuenciaciones se puede observar que la mutaciéon de las bases se
presenta en el sitio deseado y no existe ningin cambio en otro lugar de la

secuencia.

a)




b)

|
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Figura 19. Electroferogramas de candidatas C1-GdFEN-1-HsBA y C3-GdFEN-1-HsBC.
Se empled en SnapGene para visualizar las secuencias, el recuadro morado indica las bases de los bloques.

a)
FEN-1-WT CCTCTGGAGACGGCACGGCCTTAGCTARGTCTTCAGGAGAGGTAACARGCCACCTAGTGGGACTTCTTG
FEN-1-BA CCTCTGGAGACGGCACGGCCTTAGCTARCGAGGAGGGCGAGACARCARGCCACCTAGTGGGACTTCTTG
C1-FEN-1-BA CCTCTGGAGACGGCACGGCCTTAGCTARGGAGGAGGGCGAGACARCARGCCACCTAGTGGGACTTCTTG

b)
FEN-1-WT CHGHGGHEGHHEGHHHCCTiEﬂGHGGGCﬂHFIECHGCTTHGTCGHCGHRCETGHHGGT[ZFICGEFIGCFIHCH

FEN-1-BC CAGAGGAGGARGGARACCTTICAGGAGGTTGAGAAGT TTACARRGCGCCTTGTGAARGGTCACGCAGCAACA
C3-FEN-1-BC CAGAGGAGGAARGGARACCTTICAGGAGGTTGAGARGT TTACARAGCGCCTTIGTGAARGGTCACGCAGCARCA

Figura 20. Alineamiento de las secuenciaciones de C1-GdFEN-1-HsBA y C3-GdFEN-1-HsBC.
En el primer renglén se muestra la secuencia de la FEN-1-WT de G. duodenalis, en el segundo renglén la
secuencia de FEN-1-WT de G. duodenalis con el cambio del a) bloque acidico o b) CAP de manera in silico y,
finalmente, en el tercer renglén la secuenciacion de las colonias elegidas. El recuadro morado indica las bases
pertenecientes al bloque acidico o CAP.

8.3 Expresar y purificar las proteinas GAFEN-1 silvestre y mutantes
Las colonias C1-GAdFEN-1-HsBA y C3-GdFEN-1-HsBC se sometieron a expresion
por induccion de IPTG 1 mM por 3 h en un cultivo de 500 mL. A continuacion, se
purificé mediante el uso de cromatografia de afinidad con perlas de agarosa-
niquel y se recolectaron 10 fracciones (figura 21). Los geles nativos de acrilamida
tefiidos con azul de Coomassie muestran que para las enzimas a) GdAFEN-1-WT, b)
GdFEN-1-HsBA y ¢) GdFEN-1-HsBC las primeras fracciones (F1-4) contiene la

mayoria de la proteina purificada. Aun asi, se decidi6 concentrar todas las
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fracciones de cada enzima con el objetivo de obtener la mayor cantidad de

proteina pura para los ensayos posteriores.
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Figura 21. Purificacién de la enzimas recombinantes a) GAFEN-1-WT b) GAFEN-1-HsBA y ¢) GAFEN-1-HsBC.
Cada enzima se resolvié en un gel nativo de acrilamida (29:1) al 10 %. El marcador de peso molecular (PM)
(BIO-HELIX, BLUItra Prestained Protein Ladder, broad range 6.5-270 kDa, PM001-0500) se muestra en carril
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1, carril 2- extracto total obtenido de la induccién (IP), carril 3: fraccién no unida del extracto total (OP), carril
4-lavado 1: fraccién recuperada al lavar con buffer de imidazol 50 mM (A1), carril 5-lavado 2: fraccién
recuperada al lavar con buffer de imidazol 30 mM (A2), carril 6-15-fracciones de la purificacion al agregar
buffer de imidazol 300 mM a la columna (F1-10). La enzima es indicada con una flecha negra, su peso es de
41.630 kDa.

8.4Determinar la capacidad de union de las proteinas GAFEN-1 silvestre

y mutantes en diferentes sustratos de DNA (flap y burbuja)
Para determinar tanto la capacidad de unién como la actividad nucleasa de las
enzimas GAFEN-1-WT, GAFEN-1-HsBA y GdFEN-1-HsBC frente al DNA flap y
burbuja se requirié disefiar las sondas DNA-F y DNA-B. Una vez obtenidas las
sondas se resolvieron en un gel nativo de acrilamida 7 % a fin de observar la
pureza y correcta hibridacion. La figura 22, muestra que las ondas obtenidas

muestran una sola banda, lo cual indica la correcta preparacién de esta.

Flap Burbuja

/ \ A

B
D A

—_— L 20nt; 20nt | 20nt |

L 20nt 40 nt |

Figura 22. Hibridacién de las sondas marcadas con fluoresceina.
Las sondas se resolvieron en un gel nativo de acrilamida (29:1) al 7 %. En el carril 1 se muestra la sonda flap
(60 pb) y en el carril 2 la sonda burbuja (60 pb).

Posterior a la obtencién de las sondas, se probé la capacidad de unién de las
enzimas GdFEN-1-WT, GdFEN-1-HsBA y GdFEN-1-HSBC ante dichos DNA por
ensayos de cambio de movilidad electroforética. Al realizar estos ensayos se puede
observar (Fig. 23) que, efectivamente, la a) GAFEN-1-WT, como las enzimas
mutantes (b) GdFEN-1-HsBA y c¢) GdFEN-1-HsBC) son capaces de unirse al
sustrato DNA-F.
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Figura 23. Capacidad de unién de a) GAFEN-1-WT, b) GAFEN-1-HsBA y ¢) GAFEN-1-HsBC a la sonda DNA-F.
Cada ensayo se resolvid en un gel nativo de acrilamida (29:1) al 4%. En carril 1 se muestra la sonda libre,
carril 2-7-interaccién Sonda DNA-B y proteina, aumentando la concentracién (1 uM a 6 uM).

Mientras que para el sustrato DNA-B solo se muestra unién por parte de d)

GdFEN-1-WT y e) GAFEN-1-HsBA, no existe complejo de sonda-enzima al usar f)

GdFEN-1-HsBC (Fig. 24). Esto se concluy6 ya que al aumentar la concentracion de

las enzimas se observa que la sonda libre (DNA-B) disminuyé frente a las enzimas

GdFEN-1-WT y GAFEN-1-HsBA por lo que el complejo (DNA-B-enzima) pasa a ser

la forma mayoritaria, contrario al efecto de FEN-1-BC, donde la sonda libre no se

redujo.
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Figura 24. Capacidad de unién de a) GAFEN-1-WT, b) GAFEN-1-HsBA y ¢) GAFEN-1-HsBC a la sonda DNA-B.

Cada ensayo se resolvid en un gel nativo de acrilamida (29:1) al 4%. En carril 1 se muestra la sonda libre,
carril 2-7-interaccién Sonda DNA-B y proteina, aumentando la concentracién (1 uM a 6 uM).

Posteriormente a los ensayos de unién, se decidié6 medir la actividad nucleasa
Unicamente de GAFEN-1-WT y GAFEN-1-HsBA, debido a que la enzima GAFEN-1-
HsBC no presenta unién al DNA burbuja. Se seguira explorando otras condiciones
con la enzima GdFEN-1-HsBC hasta obtener resultados coherentes con lo

encontrado en la literatura.
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8.5Determinar la actividad nucleasa de las proteinas GAFEN-1 silvestre y
mutantes en diferentes sustratos de DNA (flap y burbuja)

En la figura 25 se observa que la enzima GAFEN-1-HsBA present6 una actividad
nucleasa similar a la de la enzima silvestre (GAFEN-1-WT). Al ser escindido el DNA
flap pasé de ser una sonda de 60 pares de nucleétidos a un DNA de cadena sencilla
de 20 nucleétidos marcada con fluoresceina en el extremo 5. Mientras que la
sonda burbuja de 60 pares de bases se procesé en una sonda de 20 pares de bases
unida a 20 nucledtidos de doble cadena marcada en el extremo 5’ con fluoresceina,

en total la molécula es de 40 pb.

a) b)
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Figura 25. Actividad nucleasa de GAFEN-1-WT y GAFEN-1-HsBA frente a sonda a) DNA-F y b) DNA-B.
Cada ensayo se resolvié en un gel nativo de acrilamida (29:1) al 7%. En carril 1 se muestra la sonda libre,
carril 2-sonda escindida con GAFEN-1-WT y carril 3-sonda escindida con GAFEN-1-BA.

9. Discusion
Giardia duodenalis es un parasito que genera una infeccién conocida como
giardiasis, la cual es extremadamente comun en el mundo. Se transmite por via
fecal-oral, ya sea por la ingesta de agua o alimentos contaminados o el contacto
directo entre personas o animales contagiados. La infeccién comienza al ingerir el

quiste (forma infecciosa), una vez que hallegado al tracto superior intestinal se da
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la desenquistamiento para convertirse en trofozoito (forma replicativa). Esta
ultima forma se adhiere a las células epiteliales intestinales del intestino delgado
superior donde se replica (Rojas Lopez, Marques, & Svdrd, 2022). Puesto que G.
duodenalis cambia su ploidia continuamente es normal que existan dafos en su
genoma. En todas las células la estabilidad genémica es de vital importancia y por
ende las vias de reparaciéon del DNA ya que son cruciales para la sobrevivencia y
sin estas vias las células podrian sufrir importantes danos irreparables

provocando la muerte celular.

Con el paso del tiempo estas vias han sido investigadas en organismos modelo, asi
como en el ser humano, aclarando las funciones de las enzimas que participan en
cada una de las vias. La recombinacién homologa ha sido ampliamente
caracterizada en G. duodenalis, sin embargo, no se han abordado otras vias. Por lo
que en este trabajo decidimos explorar la via de reparacion por escisidon de base

BER.

Anteriormente se habia comprobado que FEN-1 de H. sapiens contiene dominios
conservados (dominio N-terminal, la interaccién con PCNA y el dominio
Intermedia), asi como dos bloques (bloque acidico y bloque CAP) que pueden
interfieren en su actividad nucleasa (Tsutakawa, y otros, 2011; Izaguirre

Hernandez, 2020; Tsutakawa, y otros, 2020).

Al realizar el alineamiento de las secuencias de aminoacidos de FEN-1 de humano
y FEN-1 de G. duodenalis, como también la busqueda de los dominios, se
encontraron que efectivamente mantiene las regiones conservadas ya
mencionadas, asi como la localizacion de ambos bloques (figura 14), sin embargo,
los bloques acidico y de CAP no estan conservados. En la literatura explican que
FEN-1 de forma in vitro, es capaz de unirse y escindir DNA Flap, doble Flap y otras
estructuras como en donde el 5' se pliega hacia atras para formar una horquilla
(Finger & Shen, 2010; Grasby, Finger, Tsutakawa, Atack, & Tainer, 2012; Dehé &
Gaillard, 2017).
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Una vez obtenidas las enzimas purificadas, se llevaron a cabo los ensayos de
cambio de movilidad electroforética con las sondas de burbuja y flap donde se
mostré que, evidentemente, las tres enzimas (GAFEN-1-WT, GAFEN-1-HsBA y
GdFEN-1-HsBC) mantiene la capacidad de unién al DNA-F. Estos resultados son
coherentes con lo reportado en la literatura, ya que las enzimas FEN-1 de todos
los organismos eucariotes son capaces de procesar DNA flap, incluyendo HsFEN-
1 (Hohl, Dunand Sauthier, Staresincic, & Jaquier Gubler, 2007; Tsutakawa, y otros,
2011). Debido a esto al haberse intercambiado los bloques acidico o CAP no
tendria por qué verse afectada la uniéon. Recordando que el sitio activo en HSFEN-
1 estd compuesto por los residuos Asp23, Asp34, Asp86, Glu158, Glu160, Asp179
y Asp181, el bloque acidico por Glu26, Glu57, Gly58, Glu59 y Thr60 y el bloque
CAP por GIn121, Glul22, Val123, Glu124, Lys125, Phel26, Thr127, Lys128,
Arg129 y Leul30, en principio no deberia existir un efecto inhibitorio, ya que no

se cambiaron los residuos del sitio activo al intercambiar los bloques.

Respecto a la unién al DNA burbuja solo se present6 en las enzimas GAFEN-1-WT
y GAFEN-1-HsBA, siendo un resultado interesante puesto que en el estudio del
2007 de Hohl, Dunand Sauthier, Staresincic y Jaquier Gubler, se describié que la
enzima FEN-1 de humano es capaz de unirse a sustratos de DNA flap, doble flap e
incluso DNA burbuja. Ellos explican que la falta de corte de FEN-1 para escindir el
sustrato de burbuja no fueron ocasionadas por una reduccién en la unién del
sustrato de DNA ya que los ensayos de cambio de movilidad electroforética no

revelaron diferencias significativas entre las enzimas empleadas.

La interaccion disminuida en GAFEN-1-HsBC con la sonda burbuja en las
condiciones que se realiz6 el EMSA es consistente con los resultados de Tsutakawa
y cols (2011). Ellos describieron que de los residuos del bloque CAP, Lys125,
Lys128 y Argl129, son importantes para la unién con el DNA por lo que se creia
que al haberse intercambiado en el lugar de GIn125 y Arg128, pertenecientes al

bloque de G. duodenalis podria afectar su unién al DNA.
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Debido a la que la literatura muestra resultados contrarios (Hohl, Dunand
Sauthier, Staresincic, & Jaquier Gubler, 2007; Tsutakawa, y otros, 2011; Izaguirre
Hernandez, 2020) a los obtenidos con la mutante GAFEN-1-HsBC es necesario
realizar cambios en las condiciones de los ensayos de capacidad de unién al DNA-
B para comprobar si el cambio del bloque CAP interfiere o no en la unién a dicho
sustrato de DNA. Para esto se planea probar otros buffers usados por Hohl,
Dunand Sauthier, Staresincic, & Jaquier Gubler, (2007) y Tsutakawa, y otros,
(2011).

En el articulo de Domain swapping between FEN-1 and XPG defines regions in XPG
that mediate nucleotide excision repair activity and substrate specificity se ilustra
que la FEN-1 de humano, aun cuando se une a los sustratos DNA-F y DNA-B, solo
es capaz de escindir DNA-F. Contrario a la FEN-1 de G. duodenalis la cual si puede
procesar ambos tipos de DNA (Izaguirre Hernandez, 2020). Se probd que
efectivamente GAFEN-1-WT puede escindir ambos sustratos. Los resultados
obtenidos, mostrados en la figura 25, son coherentes con la literatura, ya que, en

efecto, es capaz de escindir ambos sustratos.

A partir de los experimentos de actividad nucleasa se demostré que la enzima
mutada en el bloque acidico no interfiere con la activida nucleasa ya que presento
un comportamiento similar a la proteina silvestre GAFEN-1. A pesar de que
Tsutakawa, et al. (2011) predijeron que el bloque acidico actuaria como
impedimento a la actividad nucleasa ante estructuras de DNA burbuja puesto que
no permitiria el paso mas alla de la burbuja, los resultados obtenidos en este
trabajo muestran que el bloque acidico no es el responsable de que FEN-1 no
procese sonda burbuja. A partir de esto podemos decir que la estructura y
secuencia de aa del bloque acidico no esta jugando un papel primordial tanto en
la unién del DNA, asi como en el impedimento entre la interacci6n DNA-B-sitio

catalitico para la actividad nucleasa.
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10.Conclusiones
e El bloque acidico no es relevante para la unién del DNA flap o burbuja.
e Elbloque CAP es importante para la capacidad unién al DNA burbuja, pero
no para la union en el DNA flap en las condiciones probadas.
e El bloque acidico no es importante para la actividad nucleasa frente a

sustratos de DNA como flap y burbuja.

11.Perspectivas
e Analizar la capacidad de unién al DNA-B y la actividad nucleasa de la
proteina GAFEN-1-HsBC en diferentes condiciones.
e Analizar la funcién de la enzima GAFEN-1 en trofozoito y quiste.

e Silenciar GAFEN-1 y ver como afecta al trofozoito.
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13.Software
e Giardiadb: Base de datos de Giardia, Disponible en:
https://giardiadb.org/giardiadb/

e NEBaseChanger: NEB - Disefio de primers para mutagénesis dirigida,

Disponible en: https://nebasechanger.neb.com/

e MultiALin: Alineamiento de secuencias Disponible en:
http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin

e Espript3: alineamiento de secuencia de aminodacidos con estructura

terciaria, Disponible en: https://espript.ibcp.fr/ESPript/ESPript/

e ExPASy: Disponible en: https://www.expasy.org/

e AlphaFold2: prediccion de estructura terciaria, Disponible en:
https://colab.research.google.com/github/sokrypton/ColabFold/blob/m
ain/AlphaFold2.ipynb#scrollTo=kOblAo-xetgx

e (Chimera 1.16: Visualizacion de estructura terciaria, Disponible para

descarga: https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/download.html

e SnapGene, Disponible para descargar con costo en:

https://www.snapgene.com

~ 64 ~


https://giardiadb.org/giardiadb/
https://nebasechanger.neb.com/
http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/
https://espript.ibcp.fr/ESPript/ESPript/
https://www.expasy.org/
https://colab.research.google.com/github/sokrypton/ColabFold/blob/main/AlphaFold2.ipynb#scrollTo=kOblAo-xetgx
https://colab.research.google.com/github/sokrypton/ColabFold/blob/main/AlphaFold2.ipynb#scrollTo=kOblAo-xetgx
https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/download.html
https://www.snapgene.com/

