“ESTUDIO DEL COMPLEJO RIBONUCLEOPROTEICO
INVOLUCRADO EN LA SINTESIS Y MANTENIMIENTO DEL
TELOMERO EN EL PARASITO Plasmodium falciparum”

ELIANA PATRICIA CALVO TAPIERO
197915

Trabajo de tesis presentado para optar al titulo de
DOCTOR EN CIENCIAS-QUIMICA

DIRIGIDO POR:

DR MOISES WASSERMAN LERNER

UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA
FACULTAD DE CIENCIAS
DEPARTAMENTO DE QUIMICA
Bogota, 2010



1. INTRODUCCION 1

2. ANTECEDENTES 4

2.1 EL TELOMERO 4
2.2 LATELOMERASA 7
2.2.1 LA SUBUNIDAD CATALITICA (TERT) 7
2.2.2 LASUBUNIDAD ARN (TER) 1
2.2.3 LAS PROTEINAS ACCESORIAS 4
2.3PROTEINAS QUE REGULAN LA ACTIVIDAD TELOMERASA POR INTERACCION

CON EL ADN TELOMERICO 22
2.3.1 EL TELOSOMA O SHELTERINA: COMPLEJO PROTEICO QUE DA FORMA Y SALVAGUARDA EL
TELOMERO HUMANO 22
2.3.2 COMPLEJOS SIMILARES AL TELOSOMA 26
2.3.3 FACTORES ASOCIADOS AL TELOSOMA- PROTEINAS INVOLUCRADAS EN LA RESPUESTA A DANOS
EN EL ADN 30
2.4 TELOMERO Y TELOMERASA COMO BLANCOS DE INHIBICION 34
2.4.1 LA SUBUNIDAD CATALITICA COMO BLANCO DE INHIBICION 34
2.4.2 LA SUBUNIDAD ARN COMO BLANCO DE INHIBICION 35
2.4.3 EL TELOMERO COMO BLANCO DE INHIBICION. 37
2.5 TELOMEROS Y TELOMERASA EN PARASITOS PROTOZOARIOS 38
2.6. TELOMEROS, TELOMERASA Y PLASMODIUM FALCIPARUM 39
3. OBJETIVOS 43
3.1 OBJETIVO GENERAL 43
3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS 43
4. METODOLOGIA 44

4.1 DETECCION DE LA SUBUNIDAD CATALITICA DEL COMPLEJO TELOMERASA

(PFTERT) 44
4.1.1. PRODUCCION DE UNA PROTEINA RECOMBINANTE (PFTERTR) EN ESCHERICHIA COLI. 44
4.1.2. PRODUCCION DE UN ANTICUERPO ESPECIFICO CONTRA PFTERTR 50
4.1.3. DETECCION DE PFTERT EN EXTRACTOS PROTEICOS 50
4.2. OBTENCION DE FRACCIONES ENRIQUECIDAS CON ACTIVIDAD TELOMERASA 52
4.2.1 PREPARACION DE EXTRACTOS Y DETECCION DE LA ACTIVIDAD TELOMERASA. 52
4.2.2. FRACCIONAMIENTO DEL EXTRACTO PROTEICO POR COMBINACION DE METODOS

CROMATOGRAFICOS 54
4.2.3. EXTRACCION DE ARN. 55
4.2.4 CLONACION. 55
4.3. CARACTERIZACION DE LA SUBUNIDAD ARN 0 PFTER 56
4.3.1 INMUNOPRECIPITACION 57

4.3.2. RT-PCR 57



4.4. BLOQUEO DE PFTER Y PFTERT POR ARN INTERFERENTE (ARNI) 58

4.4.1 TRANSCRIPCION IN VITRO Y GENERACION DE DSARNS 58
4.4.2 EFECTO SOBRE EL CULTIVO CELULAR 59
4.5 INHIBICION DE LA ACTIVIDAD TELOMERASA 59
4.5.1 EFECTO SOBRE EL ENSAYO DE ACTIVIDAD (TRAP). 60
4.5.2 EFECTO SOBRE EL EXTREMO PROTUBERANTE 3’ 62
4.6 EFECTO DE INHIBIDORES DE TELOMERASA EN PARASITOS CULTIVADOS 62
5. RESULTADOS 64

5.1 DETECCION DE LA SUBUNIDAD CATALITICA DEL COMPLEJO TELOMERASA

(PFTERT) 64
5.1.1. PRODUCCION DE UNA PROTEINA RECOMBINANTE (PFTERTR) EN ESCHERICHIA COLI. 64
5.1.2. PRODUCCION DE UN ANTICUERPO ESPECIFICO CONTRA PFTERT 74
5.1.3. DETECCION DE PFTERT EN EXTRACTOS PROTEICOS DEL PARASITO. 75
5.2. OBTENCION DE FRACCIONES ENRIQUECIDAS CON ACTIVIDAD TELOMERASA 82
5.2.1 APROXIMACION A LA SECUENCIA DE LA SUBUNIDAD TER. 91
5.3 CARACTERIZACION DE PFTER Y DE LOS USNARNS DEL EMPALMOSOMA 98
5.4 DETECCION DEL COMPLEJO TELOMERASA ALO LARGO DEL CICLO DE VIDA
INTRAERITROCITICO DE P. FALCIPARUM. 105
5.5.BLOQUEO DE PFTER Y PFTERT POR ARN INTERFERENTE (ARNI) 109
5.5.1 SINTESIS DE ARNS DE DOBLE CADENA (DSARN). 109
5.5.2 EFECTO SOBRE LA PROLIFERACION DEL PARASITO 110
5.6 INHIBICION DE LA ACTIVIDAD TELOMERASA EN UN SISTEMA LIBRE DE
CELULAS 116
5.6.1 OLIGOS ANTISENTIDO 116
5.6.2 INHIBIDORES COMERCIALES 118

5.7EFECTO DE INHIBIDORES DE TELOMERASA SOBRE EL CULTIVO CELULAR 126

6. CONCLUSIONES 131
7. ANEXOS 134
7.1 SECUENCIA DE PFTERT o PF13_0080. 134
7.2. ESTRATEGIA DE CLONACION EN EL VECTOR DE EXPRESION PINPOINT. 136
7.3.ESTRATEGIA PARA LA CLONACION ENEL VECTORPTHIOHIS 137
7.4.PROTEINAS SIMILARES A TIOREDOXINA REGISTRADAS EN LA BASE DE DATOS
DE PLASMODIUM.WWW.PLASMODB.ORG . 138
7.5.PROTEINAS QUE PRESENTAN ALGUN TIPO DE SIMILARIDAD CON 139
PTHIO-PFTERT 139
7.6 SECUENCIA DEL ARN RIBOSOMAL DE PLASMODIUM FALCIPARUM 142
7.7 SECUENCIA DE LOS CLONES UTILIZADOS PARA LA GENERACION DE ARNs DE
DOBLE CADENA. 145
7.8 ENSAYO TRAP FLUOROGENICO 146

7.9 EFECTO DE INHIBIDORES DE TELOMERASA SOBRE LA REACCION DE PCR 148
7.10 EFECTO DE MST, TMPYP4Y TELOMESTATIN SOBRE LA ACTIVIDAD
TELOMERASA 149

8. REFERENCIAS 150




Figura 1
Figura 2
Figura 3
Figura 4
Figura 5
Figura 6
Figura 7
Figura 8
Figura 9
Figura 10

Figura 11

Figura 12
Figura 13
Figura 14
Figura 15
Figura 16
Figura 17
Figura 18

Figura 19

Figura 20
Figura 21
Figura 22

Figura 23

INDICE DE_FIGURAS
El problema de la Replicacion Final
Actividad Telomerasa
Estructura y Organizacién de las Subunidades TERT
Estructura secundaria de la subunidad ARN
Representacion Esquematica de la Biogénesis del complejo telomerasa
Telosoma. Estructura proteica que cubre y protege el telomero humano
Funciones del Telosoma
Complejos similares al Telosoma
Motivos estructurales conservados en proteinas de union al telomero
Procesamiento de los telomeros humanos por la maquinaria de reparaciéon
de ADN
Activacion del complejo Telomerasa de S.cerevisiae por componentes
de la maquinaria de reparacion de ADN.
Representacion esquematica del telomero humano
Estructura de los Oligonucleétidos Antisentido de uso mas comun
Conformacion en G-cuadruples
Ciclo de vida de Plasmodium falciparum
Clonacion en pGEMT de cuatro fragmentos del gel PfTert
Deteccion de las proteinas recombinantes PinPoint- Pf TERT

Subclonacion en pThioHis

Deteccion de la proteina recombinante Tioredoxina-PfTERT por
Western-Blot.

Andlisis de secuencia del clon pThio-PfTERT 22.
Extracto de bacterias recombinantes pThio-PfTERT
Purificacién de pThio-PfTERT por cromatografia de afinidad

Deteccion de la proteina recombinante Tioredoxina-PfTERT en fracciones
parcialmente puras

10

12

15

23

25

28

30

32

33

36

38

40

64

65

67

68

69

70

71

72



Figura 24 Seguimiento de la produccién del anticuerpo Anti PFTERT por Western-Blot 73

Figura 25 Deteccién de PinPoint-PfTERT con anti PITERT 74
Figura 26 Deteccion de la Telomerasa de P. falciparum mediante Western-Blot 75
Figura 27 Deteccion De Pf TERT con el anticuerpo heterdlogo anti LmTERT 77
Figura 28 Deteccién del mensajero de Pftert por Northern blot 78
Figura 29 Reconstruccion del Transcrito de PfTERT por RT-PCR 79
Figura 30 Deteccién de la actividad Telomerasa 82
Figura 31 Seguimiento de la actividad Telomerasa a través la de la separacion por 84

filtracion en gel

Figura 32 Seguimiento de la actividad Telomerasa a través de cromatografia de 85
Intercambio cationico

Figura 33 Seguimiento de la actividad Telomerasa a través de la cromatografia de 86
Interaccion Hidrofobica.

Figura 34 Amplificacion de fragmentos candidato para Pf TER por RT-PCR 91

Figura 35 Resultados de la comparacién entre la secuencias candidato para PfTER 92
obtenidas y el genoma de Plasmodium.

Figura 36 Deteccién de bandas de ARN ribosomal en los productos de RT-PCR 94
Figura 37 Amplificacion y clonacion de los UsnARNs de P. falciparum 96
Figura 38 Deteccidén de PfsnARNs y PfTER en inmuno precipitados con anti Sm 98
Figura 39 Deteccién del cap 5 Hipermetilado en PfsnARNs y PfTER por 99
inmuno precipitacion con anti TMG.
Figura 40 Deteccion de Diskerina en extractos de P.falciparum por Western-Blot 101
Figura 41 Deteccién de PfTER en inmuno precipitados con anti Diskerina 102
Figura 42 Deteccion del complejo telomerasa a lo largo del ciclo de vida 105

intraeritrocitico
Figura 43 Deteccion de PfTERT por inmunofluorescencia 107
Figura 44 Sintesis de dsARNs 109

Figura 45 Efecto de dsARNs en la proliferacion de P.falciparum 110



Figura 46
Figura 47

Figura 48

Figura 49

Figura 50

Figura 51
Figura 52
Figura 53
Figura 54

Figura 55

Efecto de dsARNSs en los niveles del transcrito blanco
Efecto de dsARNSs en la actividad Telomerasa

Efecto de oligos antisentido sobre la actividad telomerasa de
P.falciparum y de células HeLa

Efecto de MST 312, TMPyP4 y Telomestatin sobre la actividad
Telomerasa de P.falciparum

Representacion de la capacidad inhibitoria de los estabilizadores del
G cuédruples

Efecto de telomestatin y TMPyP4 en la formacién de G-cuadruples
Deteccion del extremo protuberante 3’ en el ADN gendmico del parasito
Efecto de ligandos del G-cuadruples en el extremo protuberante 3’
Efecto de inhibidores de telomerasa en el crecimiento del parasito

Efecto del tratamiento con Telomestatin y TMPyP4 en el patrén de
Proteinas del parasito

111
113

116

118

120

122
122
124
125

129

Vi



Tabla 1

Tabla 2

Tabla 3

Tabla 4

Tabla b

Tabla 6

Tabla 7

Tabla 8

INDICE DE TABLAS

Proteinas propuestas como accesorias del complejo telomerasa humano
Oligos utilizados para la amplificacion de fragmentos de PfTert por PCR
Secuencia de oligos utilizados en el ensayo TRAP

Secuencia de oligos utilizados para la amplificacion de fragmentos
candidatos para PfTER

Secuencia de oligos utilizados para la deteccién de PfTER y Pf UsnARNs
Condiciones del ensayo de actividad telomerasa
Concentraciones de Inhibidor utilizadas en los ensayos Actividad

Concentraciones de Inhibidor utilizadas en el cultivo

20
43
52

55

57
60
61

62

vii



1. INTRODUCCION
El Plasmodium falciparum, es el agente causante de la forma mas severa de malaria

humana, enfermedad que en el mundo tropical constituye uno de los principales
problemas de salud. Anualmente se presentan entre 200 a 300 millones de casos
causando cerca de un millon de muertes, especialmente entre la poblacion infantil
(WHO, 2008). El tratamiento y control de esta enfermedad es cada vez mas dificil,
dado que el parasito ha desarrollado resistencia a los medicamentos comunmente
utilizados y al escaso numero de antimaléricos efectivos desarrollados en las Ultimas
décadas. Es bien conocido que la artemisina es el Unico medicamento desarrollado
en los ultimos afios que no presenta una estructura quimica similar a los
antimalaricos de uso frecuente, contra los cuales el parasito ha desarrollado
resistencia (Newton & White, 1999). De ahi que sea de gran importancia el desarrollo
de nuevas alternativas farmacolégicas fundamentadas en el conocimiento basico del
agente causante de la enfermedad. Solo el conocimiento profundo de la biologia del
parasito permitira establecer nuevos blancos quimioterapéuticos que den lugar a

estrategias racionales para el control de la enfermedad.

Si tenemos en cuenta que P. falciparum es un parasito que presenta una alta tasa de
proliferacion, solo en el hospedero humano por cada hepatocito infectado, se
generan 20.000 nuevos parasitos que al ser liberados al torrente sanguineo en la
forma de merozoitos, invaden glébulos rojos y en tan solo 48 horas por cada célula
gue ha sido parasitada, se generan entre 16 a 32 nuevos parasitos. Que estos
organismos pueden sufrir un nimero indefinido de divisiones, limitado por la
respuesta inmune del huésped (in vivo) o las condiciones de cultivo (in vitro), es de
suponer que la maquinaria molecular que le confiere esa capacidad de proliferacion

casi ilimitada sea un excelente blanco de accién contra él.

En células eucariotas, por cada division celular se presenta una pérdida de 50 a 200
bases de ADN telomérico, fenomeno conocido como el problema de la replicacion
final (Levy et al., 1992). En ausencia de mecanismos que compensen la pérdida,

luego de un nimero determinado de divisiones celulares los telomeros alcanzan una



longitud critica, lo cual causa una interrupcion en el crecimiento que finalmente lleva
a un estado de senescencia y muerte celular (Prescott & Blackburn, 1999). La
solucion al problema adoptada por la mayoria de células, es la adicion de novo de
secuencias telomeéricas llevada a cabo por un complejo de ARN y proteina
denominado Telomerasa. En presencia de telomerasa, los telomeros se extienden o
mantienen, la senescencia replicativa es evitada, y las células alcanzan un estado de

crecimiento indefinido o “inmortalizacion” (Kim et al., 1994).

Teniendo en cuenta que la actividad telomerasa podria ser el mecanismo que le
confiere la capacidad de replicarse de forma indefinida al parasito P. falciparum, el
presente trabajo se enfoco en el andlisis de los componentes del complejo
telomerasa y en establecer si la inhibicion de la actividad afecta la proliferacion

celular.

Para ello se produjo un anticuerpo policlonal especifico contra la subunidad catalitica
del complejo, con el que se detecto la proteina en extractos citosolicos y nucleares
por western blot, y en células completas por inmunofluorescencia. La subunidad ARN
fue detectada por ensayos de RT-PCR a lo largo de todo el ciclo de vida
intraeritrocitico, con un pico de expresion en el estadio de trofozoito. Los resultados
demuestran una expresion coordinada de los dos componentes del complejo.

Para establecer si la inhibicion de la actividad telomerasa afecta la tasa de
proliferacion, se realiz6 un silenciamiento parcial y transitorio de los genes que
codifican para el nucleo catalitico: PfTert y PFTER mediante ARN interferente. El
tratamiento de parasitos cultivados in vitro con ARNs de doble cadena dirigidos
contra estos dos genes ocasioné una inhibicion el crecimiento del parasito en un
40%, lo cual nos permite sugerir que estos dos genes estan involucrados en la

proliferacion del parasito.

Se probaron tres inhibidores de la actividad telomerasa tanto en un sistema libre de

células como en parasitos completos. En el sistema acelular, la actividad telomerasa



fue detectada mediante TRAP (Telomere Repeat Amplification Protocol), de los tres
inhibidores probados: MST 312, TMPyP4 y Telomestatin, el TMPyP4 fue el que
presento efecto mayor. El telomestatin tuvo un efecto moderado y el MST312, tuvo
un efecto muy leve. En cultivo, el telomestatin disminuy6 el crecimiento del parasito
en un 90%, luego de solo tres dias de tratamiento.



2. ANTECEDENTES

2.1 EL TELOMERO

El telomero es una estructura compleja de ADN y proteina presente en los extremos
de los cromosomas lineales eucariotes. En la mayoria de eucariotes el ADN
telomérico consiste de secuencias cortas (5-26 pb), repetidas consecutivamente,
ricas en guaninas como por ejemplo TTAGGG en vertebrados, algunos hongos
filamentosos y algunos parasitos como Leishmania sp y Trypanosoma, TTTAGGG en
Arabidopsis, TTGGGG en Tetrahymena, TTTTGGGG en Oxytricha. Sin embargo, en
otros organismos como levaduras de fision y gemacion y ciertos protozoos las
secuencias repetidas son irregulares, por ejemplo G;.3T de Saccharomyces
cerevisiae (Shampay et al., 1984). En la mayoria de organismos la cadena rica en G
se extiende hacia el extremo 3’ generando una region de ADN de cadena sencilla
denominada extremo protuberante 3’ u overhang (Greider, 1991; Henderson &
Blackburn, 1989).

La region terminal del ADN telomérico no se encuentra empacada en nucleosomas
Sino que presenta una estructura especial. La presencia de sitios de unién
especificos permite el anclaje de ciertas proteinas que a su vez facilitan la union de
otras proteinas, lo que da lugar a una estructura multiproteica que cubre y protege el
ADN telomérico. De esta manera el complejo ADN-proteina en el extremo del
cromosoma constituye un cap o sello cuya funcion principal es mantener la
estabilidad del cromosoma. Cuando el cap protector es removido, los telémeros son
reconocidos y procesados como ADNSs fracturados, ocurre un fenbmeno denominado
re-union de extremos no homoélogos o NHEJ (honhomologous end-joining), el cual
lleva a la fusion de dos telémeros lo que produce un cromosoma dicéntrico, inestable,
gue finalmente se pierde (Sandell & Zakian, 1993). Ademas de evitar este fendmeno,
los telémeros estan involucrados en el reconocimiento y separacion de los
cromosomas en mitosis (Pérez Morga et al., 2001), en promover el reconocimiento y
alineamiento de cromosomas homologos en meiosis (Scherthan, 2007) y en el

silenciamiento de genes ubicados cerca de ellos, fenédmeno conocido como TPE



(Telomere position effect). Este fendmeno se ha descrito en organismos como S.
cerevisiae, en el cual la transcripcion de genes cerca de los telémeros es reprimida
reversiblemente y el acortamiento extensivo de los telomeros puede activar la

transcripcion génica (Maillet et al., 1996).

La longitud del ADN telomérico varia ampliamente entre organismos, tipo de célulay
cromosomas. Puede ir desde unas pocas bases en ciliados (24 bases en Oxytricha
nova, 50 en Tetrahymena thermophila por ejemplo), hasta varias kilo bases en
mamiferos (15Kb en humanos y 150Kb en ratén) (Blackburn, 1991). Mantener la
longitud del telémero dentro de un rango definido en un organismo dado, es crucial
para la estabilidad celular, pues se ha visto que telomeros cortos son inestables y
llevan a la muerte celular (Lundbland & Szostak, 1989; Prescott & Blackburn, 1999).

A cada division celular se asocia una pérdida de 50 a 150 pb del ADN telomérico
debido a que las ADN polimerasas convencionales no pueden sintetizar los extremos
de moléculas lineales de ADN, este fendmeno es conocido como el problema de la
replicacion final (Levy et al., 1992) (Figura 1). Para compensar esta pérdida se han
descrito tres mecanismos siendo la sintesis de novo de los telomeros por la actividad
telomerasa el mecanismo predominante (Greider & Blackburn, 1985; 1987). En
Drosophyla melanogaster, el ADN telomérico puede ser elongado por transposicion
de retrotransposones especificos (HeT-A y TART) al extremo del cromosoma (Sheen
et al., 1994; Biessman, 1997) y en levaduras, la extension del teldmero puede ocurrir
por recombinacion entre teldmeros de cromosomas homélogos (Teng & Zakian,
1999).

La actividad telomerasa es indetectable en la mayoria de células somaticas animales,
pero esta generalmente presente en tejidos altamente replicativos (células de la linea
germinal, trofoblastos, células hematopoyéticas y células del endometrio) y en la
mayoria de células tumorales humanas. En células somaticas los telomeros se

acortan con cada division celular hasta que alcanzan una longitud critica en la cual



no son funcionales, en este punto la célula detiene su crecimiento y entra a un estado

de senescencia replicativa (Kim et al., 1994).

En presencia de telomerasa, los telomeros se extienden o mantienen y la
senescencia replicativa es evitada. Con base en estas observaciones, se ha sugerido
gue la estabilizacion de la longitud del teldmero mediada por telomerasa es necesaria
para alcanzar un estado de crecimiento indefinido o “inmortalizacién” pero

insuficiente para la transformacion oncogénica.
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En células que tienen telomerasa activa, aunque la longitud del ADN telomérico es
heterogénea, es normalmente regulada y mantenida dentro de limites definidos
(Shampay & Blackburn, 1988). Como este es un factor critico para la viabilidad
celular existen mecanismos para controlar la longitud telomérica y responder de
manera adecuada. En este mecanismo la actividad telomerasa y el teldmero juegan
papeles importantes. Es asi como la telomerasa es activada cuando los telémeros
llegan a ser muy cortos e inactivada cuando se alcanza la longitud promedio. De otra
manera, las proteinas asociadas al telomero pueden bien sea prevenir o promover el
acceso de la enzima y por tanto permitir en un caso el acortamiento y en otro la

extension.

2.2 LA TELOMERASA
La telomerasa esta conformada por un nucleo esencial y por proteinas accesorias. El

nucleo lo integran una subunidad ARN denominada TER: Telomerase ARN y una
subunidad catalitica TERT: Telomerase Reverse Transcriptase. Estos elementos son
necesarios y suficientes para la actividad in vitro, como se evidencié en ensayos con
extractos de reticulocitos de conejo en los que la adicion de la subunidad proteica y el
ARN plantilla fueron suficientes para reconstituir la actividad telomerasa de humano y
Tetrahymena (Weinrich et al., 1997). Las proteinas accesorias son necesarias para
la actividad in vivo y pueden estar involucradas en el ensamblaje del complejo o en la

procesividad de la enzima.

2.2.1 La subunidad catalitica (TERT)
Es una transcriptasa reversa (RT), enzima que sintetiza una molécula de ADN

empleando una plantilla de ARN. Como otras ADN polimerasas esta enzima necesita
un iniciador o “primer”, que en este caso es el extremo protuberante 3' del telomero
y una plantilla definida, en este caso el componente ARN (Greider & Blackburn,
1989). A diferencia de las RTs, las cuales después de la iniciacién de la transcripcion
son capaces de copiar largas extensiones de ARN, las telomerasas estan

restringidas a copiar solo un pequefio segmento de su ARN. Ademas se disocian del



ADN recientemente sintetizado y se reubican cerca del iniciador para un nuevo ciclo

de elongacion (Figura 2).

Iniciador o Primer: Plantilla
Extremo 3’ Protuberante Subunidad ARN: TER

Enzima
Subunidad Catalitica: TERT

Figura 2: Actividad Telomerasa. La elongacion de la cadena rica en G por adicion de
secuencias teloméricas es una reaccion de transcripcion reversa en la que la subunidad
ARN sirve como plantilla, el extremo protuberante 3’ como iniciador y la sub unidad proteica
provee la actividad catalitica. El mecanismo de accion involucra por lo menos tres pasos: 1
Anclaje del extremo 3’ del telomero a la region 5’ del ARN plantilla. 2 Adicion de una
repeticion. 3 Translocacion: el complejo telomerasa se disocia y se ubica de nuevo en el
extremo 3”. Tomado de Harley, 2008.

La primera TERT fue aislada del ciliado Euplotes aediculatus, el fraccionamiento
bioquimico de extractos celulares revel6 dos proteinas de 123 KDa y 43KDa que co-
purificaban con la actividad telomerasa. Al clonar el gen de p123 se encontré



homologia con el gen EST2 de Saccharomyces cerevisiae, cuya delecion producia
un acortamiento de los telomeros y senescencia (Lingner & Cech, 1996; Lingner et
al., 1997a). En estudios posteriores se identificaron proteinas homoélogas en
levaduras (Schizosaccharomyces pombe, Kluyveromyces lactis), ciliados unicelulares
(Tetrahymena termophila, Oxytrichia trifallax), plantas (Arabidopsis thaliana) y
mamiferos (Nakamura et al., 1997; Counter et al., 1997; Collins & Gandhi, 1998;
Bryan et al., 1998; Greenberg et al., 1998). La evidencia que la actividad de
polimerizacion reside en esta subunidad, vino de estudios de mutagénesis dirigida en
los que cambios en residuos de aspartato altamente conservados en miembros de
las familias RT y que se encuentran en el sitio activo de la enzima, eliminaron la

actividad telomerasa tanto in vitro como in vivo (Lingner et al., 1997b).

Las TERT presentan una organizacion estructural conservada dividida en cuatro
dominios funcionales: El dominio N-terminal que contiene una region conservada
conocida como el blogue GQ, el dominio de unién al ARN que contiene los motivos
CP, QFP y el motivo T (especifico de telomerasas). El dominio de transcriptasas
reversas que contiene los siete motivos tipicos de transcriptasa reversa (RT1, RT2,
A, B, C, Dy E) y un dominio C-terminal involucrado en la procesividad y
reclutamiento del complejo al telomero (Kelleher et al., 2002). La presencia del
motivo T y la asociacién estable con su propio ARN plantilla, las clasifica como

transcriptasas reversas no convencionales (Figura 3a).

La estructura tridimensional de las telomerasas es semejante a una mano derecha,
con sus dedos, palma y pulgar. La plantilla y el iniciador son mantenidos en una
cavidad formada entre el pulgar y la palma. Los siete motivos RT estan en la palmay
los dedos. El sitio activo, definido por una triada de residuos de aspartato y por los

motivos A, B, C y parte del D, también se ubica en la palma (Figura 3b).
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Figura 3 a. Estructura y Organizacion de las Subunidades TERT.

En verde: Dominios de interaccién con ARN o RIDs. En azul: Motivos propios de
Telomerasas. En amarillo los Motivos RT (1,2, A,B,C,D) caracteristicos de Transcriptasas
Reversas. tTERT: T. termophila. ScEst2p: S. cerevisiae, hTERT: Humano, Pf
TERT:P.falciparum, CeTERT: C. elegans. Tomado de Autexier & Lue, 2006.

b. Estructura Tridimensional de las Subunidades TERT. Dominio de union a ARN: TRBD.
Dominio Catalitico. Dominio C-terminal. Tomado de Sekaran, et al., 2009.
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2.2.2 La subunidad ARN (TER)

El ARN telomérico aislado del ciliado Tetrahymena termophila, fue la primera
subunidad del complejo telomerasa en ser identificada (Greider & Blackburn, 1987),
la observacion de que contenia una region con una secuencia complementaria a las
secuencias telomeéricas sugiridé que podria servir como plantilla para la replicacion de
este ADN. Esta hipétesis fue probada por estudios de mutagénesis, en los que
cambios en el ARN plantilla produjeron la sintesis de un ADN telomérico con las

mutaciones correspondientes (Yu et al.,1990).

Desde entonces sub-unidades TER han sido identificadas en diversos organismos
desde ciliados, levaduras, hasta vertebrados. La busqueda de estos TER se ha
emprendido por acercamientos bioquimicos y genéticos, mas que por basquedas in
silico dado que presentan diferencias significativas en tamafio y secuencia. En
ciliados presenta entre 150 a 200 bases, en vertebrados unas 400 y en levaduras
alcanza hasta 1.3 Kb (Romero & Blackburn, 1991; Singer & Gottschling, 1994; Blasco
et al., 1995; Feng et al., 1995; Tsao et al., 1998, Nugent & Lundblad, 1998).

Ademas de proveer la plantilla para la extension del ADN telomérico, este ARN
cumple con otras funciones como la definicion del punto de parada para la reaccion
de trascripcion reversa. Esto lo hace a través de una region cerca de la region
plantilla, conocida como TBE (Template Boundary) (Tzfati et al., 2000). La molécula
de ARN también provee sitios especificos de interaccion con proteinas accesorias
necesarias para la biogénesis, estabilidad y/o funcion de la holoenzima, estas
proteinas se describiran en detalle mas adelante en la seccion de proteinas

accesorias.
En ciliados donde se conocen por lo menos 24 secuencias de ARNs teloméricos,

aunque la conservacion a nivel de secuencia es muy baja (20%) se ha observado

como rasgo importante una fuerte conservacion a nivel de la estructura secundaria
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(Romero & Blackburn, 1991). La estructura secundaria predicha consiste de una
serie de elementos como tallos, tallos-loop y pseudo nudos, ademas ubica la plantilla
en una region de cadena sencilla, o que la hace accesible para la reaccion de
polimerizacion (Figura 4).

CR4/CR5

Elementos estructurales : pe

a Tetrahymena ./ - -Pseudonudo _ ! b
4 -Elemento limite de la plantilla p6.1

-Region de union a Ku p5

Human

Box HIACA ’D'_ k-' =~
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(CRG/CR8) ™~ == = =~
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bt Va ~ -~ [IETNIIT [T ‘\(S’"y
W [IIIIT] [T ﬂ'/ N
NS Est2p ( lla b g Y
Est1 Arm /S cacacacceacaccaomiill :’ ] ) ¥
Helix | b —_—
( v Template j,(u_ALr_ITJ d c

(Helix Il)

Figura 4. Estructura secundaria de la subunidad ARN.

a. Estructura consenso en Ciliados. b. Estructura consenso en vertebrados.

c. Estructura consenso en Levaduras. Se destacan los elementos estructurales
conservados y las proteinas de union. Tomado de Legassie & Jarstfer, 2006

La estructura secundaria propuesta a partir de datos de secuencia de 32 TERs de
vertebrados despliega una topologia similar a la de ciliados (Chen et al., 2000). En
vertebrados se conservan cuatro elementos estructurales: el dominio pseudonudo, el
dominio CR4-CR5 (CR: Conserved Region), la caja H/ACA y el dominio CR7, la
conservacion de estos dominios sugiere un papel importante en la estabilidad del

ARN, ensamblaje de la enzima o en la funcion (Figura 4). En apoyo a esta suposicion
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se ha encontrado que el dominio de pseudonudo del ARN telomérico de
Tetrahymena y humano es esencial para el ensamblaje de la ribonucleoproteina y
para su actividad in vivo, pues contiene la region plantilla, (Gilley & Blackburn, 1999;
Weinrich et al., 1997). El dominio CR4-CR5 es necesario para la reconstitucion de la
actividad telomerasa humana in vivo y es uno de los dominios de interaccion del
ARN con la subunidad catalitica (Mitchell & Collins, 2000; Bachand et al., 2001). Los
dominios H/ACA y CR7 son requeridos para la estabilidad y la localizacién nucleolar
de este ARN (Fu & Collins, 2003).

La subunidad TER de humano, en su extremo %', presenta un cap trimetilado o TMG
(trimethylguanosine cap), tipico de los ARNs del empalmosoma o UsnARNSs (uridine
rich small nuclear RNAs) mientras que en su extremo 3' lleva un motivo H/ACA,
conservado en los ARNs nucleolares o snoARNs y en los ARNs especificos de
cuerpos cajales o scaARNSs (small cajal body specific RNAs). Tres proteinas son las
responsables de conferir estabilidad y permitir la acumulacion los H/ACA ARNSs:
diskerina, que reconoce directamente la caja en el ARN y las proteinas asociadas a
ella NOP10y NHP2 (Dez et al., 2001) (Figura 5). Mutaciones en esta caja afectan la

formacion de la ribonucleoparticula in vitro y la acumulacion de hTER in vivo.

En cuanto a la subunidad TER de levaduras, en S. cerevisiae fue denominado TLC y
en Sch. pombe fue denominado terl, por tanto me referiré asi a estos dos ARNs
(Leonardi et al., 2008). Los transcritos de TLC y de Terl presentan en su extremo 5’,
un cap trimetilado y en el extremo 3’ un motivo consenso rico en uridina conocido
como motivo Sm (5-AUUUUUUUG-3"), lo que les permite ser reconocidos y
estabilizados por proteinas Sm, proteinas tipicas de las ribonucleoparticulas del

empalmosoma (Seto et al.,, 1999) (Figuras 4y 5).

En 2004, dos laboratorios reportaron simultdneamente un modelo de estructura
secundaria para TLC (Dandjinou et al., 2004; Zappulla & Cech, 2004). Los dos
modelos coinciden en la descripcion de tres brazos largos, cada uno de los cuales

presenta un sitio de unién para una proteina accesoria: Ku, Estlp y Sm. (Figura 5).
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Por otro lado, los elementos directamente involucrados en la catalisis como la region
plantilla, el elemento TBE y el sitio de unién a Est2p o subunidad TERT son
mantenidos en la regidn central de la estructura. Los largos brazos que separan los
sitios de unién de proteinas accesorias de la region central, pueden ser delecionados
sin afectar la funcién de este ARN in vivo. Asi, TLC puede ser reducido de 1154
bases a solo 384, ARN conocido como miniT, con este miniT se puede reconstituir la
actividad telomerasa sin diferencia alguna en cuanto procesividad de la enzima, pero
con diferencias significativas en cuanto a la acumulacion del transcrito. Esto hace
suponer que estos brazos reclutan proteinas adicionales que contribuyen a dar
estabilidad a este gran ARN (Zappulla & Cech, 2004).

A diferencia de los TER de ciliados y vertebrados, TLC no solo presenta sitios de
unién para proteinas que lo estabilizan y contribuyen con la biogénesis del complejo
telomerasa, sino que también contribuye a anclar proteinas esenciales para la

actividad enzimética como Estlp y el heterodimero Ku (Figura 5).

2.2.3 Las proteinas accesorias

Al parecer son proteinas especificas de especie que se encuentran en asociacion ya
sea al ARN o a la subunidad catalitica y que pueden ejercer papeles esenciales en la
biogénesis, ensamblaje y regulaciéon de la actividad enziméatica. Las proteinas
accesorias son necesarias para la actividad in vivo, pero no para reconstruir la
actividad in vitro. Se han identificado en ciliados: E. audiculatus (p43), T. termophila
(p75, p65, p45); levaduras: S. cerevisiae (Estlp, Estp3p, Sm), Sch. pombe (Estlp),
plantas: A. thaliana (diskerina), y en mamiferos (p23, Hsp90, Est-1A y Est1-B,

diskerina entre otras) (Figura 5).

En S. cerevisiae, los genes denominados EST (ever shortening telomere) fueron los
primeros en ser identificados como responsables del mantenimiento de la longitud
telomérica en este organismo. EST2 codifica para la subunidad catalitica TERT,

mientras que EST1 y EST3 codifican para proteinas accesorias del complejo. Cepas
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Figura 5. Representacion Esquematica de la Biogénesis del complejo telomerasa. Expresion
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(RNP) estable. Asociacidn de las proteinas accesorias para dar lugar a la holoenzima. Tomado de
Collins, 2006.
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gue pierden estas dos proteinas aunque presentan el complejo telomerasa activo,
presentan un acortamiento progresivo de los telémeros con cada ronda de
replicacion. Esto se debe a que Estlp es responsable de reclutar el complejo
telomerasa al teldmero, por interaccion con la proteina Cdc13 presente en el extremo
protuberante 3’ del teldmero (Nugent & Lundblad, 1996).

En cuanto a Est3p, su funcién in vivo aun no ha sido establecida. Ensayos in vitro
han mostrado su capacidad de unién a secuencias teloméricas de ADN o ARN
ademas de la capacidad de disociar heteroduplex de ADN-ARN. Esta propiedad
podria ser esencial para la procesividad de la enzima, ya que una vez se ha
sintetizado un repetido telomérico la asociacion entre el ARN plantilla y el ADN
sustrato se debe romper para que el complejo se traslogue y comience una nueva
sintesis. La capacidad de extender el sustrato telomérico por el nlcleo catalitico
(TLC1/Est2) in vitro, esta restringido a la adicién de un solo repetido, se ha sugerido
gue esta pérdida de procesividad, puede ser debido a la ausencia de Est3 en estas

preparaciones (Sharanov et al., 2006).

Las proteinas Sm son un grupo de proteinas pequefias que se encuentran formando
parte del empalmosoma. El empalmosoma esta conformado por 5
ribonucleoparticulas (sSnRNP) cada una conformada por un ARN pequefio nuclear
rico en uridina, un anillo heptamérico de proteinas Sm (B/B, D1, D2, D3, E, F,yG) y
proteinas especificas (Seraphin, 1995). La asociacién entre proteinas Smy el
complejo telomerasa se evidencié por analisis genéticos en los que mutaciones en el
sitio de unién a proteinas Sm en TLC o la disminucién de la expresién de SmD1
afectaron dramaticamente la acumulacién del complejo telomerasa (Seto et al.,
1999).

La proteina KU es un heterodimero conformado por dos subunidades Ku70 y Ku80.
En levaduras Ku protege los extremos de ADN de degradacion, fusion y es necesaria

para la represion de genes localizados cerca del teldmero. Se ha postulado que Ku
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ayuda a reclutar el complejo telomerasa al telémero ya que ella interactta con la
molécula de ARN y también se puede unir al ADN de doble cadena (Stellwagen et
al., 2003).

En Sch. pombe, se identificé una proteina de 57 KDa por homologia con ScEstlp.
La similaridad entre ScEstlp y SpEstlp reside en una region corta en el extremo N
terminal denominada motivo EST y es de solo el 30%. Ensayos de co-inmuno
precipitacion mostraron que esta proteina no solo interactda in vivo con la subunidad
catalitica (Trtl), sino que co-purifica con la actividad telomerasa, lo que indica que
esta proteina es un componente de la holoenzima. Ademas cepas que pierden la
proteina presentan un fenotipo similar a la pérdida de funcion del nacleo catalitico, es
decir disminucion en la viabilidad celular y acortamiento telomérico. Se ha postulado
gue SpEstlp podria reclutar la telomerasa al teldmero sirviendo como puente entre el
complejo telomerasa y proteinas asociadas al telomero, como lo hace su homéloga

en S. cerevisiae (Beernink et al., 2003).

En E. aediculatus la proteina p43 fue identificada por co-purificacién con la actividad
telomerasa. p43 tiene un motivo “La”, tipico de proteinas auto antigénicas humanas.
Las proteinas “La” estabilizan pequefios ARNs protegiéndolos de la degradacion,
contribuyen a su retencion en el ndcleo y facilitan su procesamiento. Ensayos in vitro
mostraron que p43 afecta la actividad del nucleo catalitico, cuando el complejo
telomerasa se ensambl6 en presencia de p43, tanto la actividad telomerasa como la
procesividad de la enzima aumentaron. Este estudio se constituy6 en la primera
evidencia que las proteinas accesorias no solo contribuyen en el ensamblaje de la
ribonucleoparticula sino que pueden regular la actividad enzimatica del complejo
(Aigner et al., 2003; Mollenbeck et al., 2003; Aigner & Cech, 2004).

En Tetrahymena, se han identificado tres proteinas accesorias, p75, p65y p45. p75
y p45 no presentan homologos en secuencia en la base de datos del GenBank. p65
presenta sitios putativos de unién a ARN como RRM1 y el motivo “La”, se ha

sugerido que esta proteina es la ort6loga de p43 de E.aediculatus, ya que su funcion
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esta relacionada con dar la estabilidad al ARN telomérico. Esta proteina se une de
manera directa al ARN y se postula que inicia un ensamblaje jerarquico del complejo
telomerasa: p65-TER-TERT. En ausencia de ella, la acumulacién de TER y TERT se
ve afectada, el ARN es inestable y al no haber suficiente TER la subunidad proteica
es degradada (Witkin & Collins, 2004) (Figura 6).

En humano hasta la fecha se han reportado més de 30 proteinas que interactian
con el nucleo catalitico de la telomerasa (Tabla 1), sin embargo su clasificacibn como
proteinas accesorias no se ha definido ya que no son exclusivas del complejo
telomerasa y muchas de ellas no co purifican con la actividad enzimatica. A

continuacion se describen solo algunas de ellas.

Las proteinas hEST1-A y hEST1-B fueron identificadas por homologia con Estlp de
S. cerevisiae. Ambas proteinas se asocian especificamente con la actividad
telomerasa en extractos de células humanas y se enlazan a hTERT en lisados de
reticulocitos de conejo. Ademas al igual que Estlp, hEST1A presenta la capacidad

de unirse al ADN telomérico de cadena sencilla (Snow et al., 2003).

PinX (Pin2 interacting factor) fue encontrada por interaccion con Pin2 en un sistema
de doble hibrido, Pin2 es una isoforma de TFR1, que presenta una delecion de 20
aminoacidos. PinX presenta un dominio C-terminal denominado como TID
(Telomerase Inhibitor Domain), este dominio se une a la subunidad catalitica de la
telomerasa e inhibe su actividad in vitro. La sobre expresion de la proteina produce el
acortamiento telomérico y crisis, mientras que su deplecién permite la elongacion de
los mismos (Zhou & Lu, 2001). In vivo, PinX forma un complejo con TERT
bloqueando el sitio de unién para la subunidad ARN, este complejo es inactivo y es
secuestrado en el nucleolo, por lo que se ha sugerido que PinX mantiene la

telomerasa inactiva y lejos de su sustrato telomérico.
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Hsp90 y p23 son proteinas de la maquinaria molecular de chaperonas o del
“Foldosoma”y ademas de estar involucradas en el ensamblaje de la holoenzima
activa, ejercen funciones reguladoras ya que estas proteinas permanecen asociadas
con la enzima activa luego de cumplir su rol en el ensamblaje. En el caso de hsp90,
esta es necesaria para que la telomerasa adquiera o mantenga una conformacion

capaz de unirse al telébmero (Keppler et al., 2006).

La diskerina es una proteina nucleolar, altamente conservada involucrada en la
maduracion del ARN ribosomal y los ARNs del empalmosoma. Su funcién de
pseudouridinacion (conversion de uridina a pseudouridina) la lleva cabo en
asociacion con otras tres proteinas NOP10, NHP2 y GAR1 y con los snoARNs
H/ACA que le sirven de guia. Esta proteina es hasta la fecha, la Unica que ha sido
identificada en todos los intentos de purificacion del complejo telomerasa humano
como proteina asociada al nacleo catalitico (Cohen et al., 2007; Fu & Collins, 2007).
Ella junto con sus proteinas asociadas NOP10 y NHP2 cumpliria la funcion de p43 en
Euplotes o de p65 en Tetrahymena de estabilizar la subunidad ARN. La delecion del
dominio H/ACA de hTER o mutaciones en diskerina causa niveles reducidos de
hTER, deficiencia de actividad telomerasa y marcado acortamiento telomérico
(Mitchell et al., 1999).

TCAB (Telomerase Cajal Body protein), es una proteina de union a ARN que
reconoce motivos H/ACA, su funcién radica en dirigir el complejo telomerasa a
cuerpos cajales, estos son estructuras subnucleares involucradas en el
procesamiento de ribonucleoparticulas. La localizacién del complejo telomerasa en
estas estructuras es un paso indispensable para su funcion, pues cuando este es
impedido, aunque el complejo telomerasa es activo, su capacidad para alcanzar el
teldbmero y cumplir su funcion es drasticamente disminuida (Cristofari et al., 2007,
Venteicher et al., 2009).
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Associated Binding
protein Mass partner Journal reference
hTEP1 240kDa hTR L. Harrington et al, Sefence 275, 073 (1007).
PECa 77 kDa hTERT H. Lietal,J Biol Chem. 273, 33436 (1998).
dyskerin 3T kDa hTE I K. Miatchell et al., Nafure 402, 551 (19997,
p23 23 kDa hTERT S. E Holt et al., Genes & Dev. 13, 817 (1999).
H. L. Forsythe et al., J. Biol. Chem. 276, 15571 (2001).
Hspo0 00 kDa hTERT S.E.Holt et al., Genes & Dev. 13, 817 (1999).
H. L. Forsythe et al., J Bigl Chem. 276, 15571 (2001).
B. R Keppler et al., J. Biol. Chem. 281, 19840 (2006).
P33 53 kDa hTEPI H. Lietal. Oncogene 18, 6785 (1999).
hStan 63 kDa hTR S.Leetal, Mol Biol Cell 11, 999 {2000).
122 15 kDa hTR S. Leetal, Mol Biol Cell 11, 900 {2000).
14-3-3 28 kDa hTERT H. Seimuya et al., EMBO 19, 2632 (2000).
c-Abl 123 kDa hTERT S. Kharbanda et al., Curr. Biol 10, 568 {2000).
hGarl 22 kDa hTR F. Dragon et al., Mol Cell. Biol 20, 3037 (2000).
hNHP2 17 kDa hTR V. Pogacic et al., Mol Cell. Biol 20, 9028 (2000).
hNOP10 & kDa hTR V. Pogacic et al., Mol Cell. Biol 20, 9028 (2000).
hoRNP Cl1 34 kDa hTR L.P.Fordetal., Mol Cell. Biol. 20, 2084 (2000).
hoRNP C2 34 kDa hTR L.P.Fordetal., Mol Cell. Biol. 20, 2084 (2000).
La 47 kDa hTR L. P Fordetal K RNA 7, 1068 (2001).
Pin¥1 45 kDa hTERT N Z Zhenand K. P Lu, Cell 107, 347 (2001).
S. Banik et al.. J. Biol. Chem. 279, 51745 (2004).
SMIN 40 kDa hTERT F. Bachand et al., Mol Biol Cell 13, 3192 (2002).
Ku70 70 kDa hTERT W. Chai et al | J Biol Chem. 277, 47242 (2002).
hTR . Ting et al.. Nucleic Acids Res. 33, 2000 (2003).
Kus0 80 kDa hTERT W. Chai et al., J Biol Chem. 277, 47242 (2002).
hTR . Ting et al.. Nucleic Acids Res. 33, 2000 (20035).
hEstlA 160 kDa ERINP P. Reichenbach et al., Curr. Biol. 13, 568 (2003).
B E. Snow etal., Curr Biol 13, 698 (2003).
CERMI1 123 kDa hTERT J. Haendeler et al_, Mol Cell. Biol. 23, 4598 (2003).
Ran 24 kDa hTERT J. Haendeler et al., Mol. Cell. Biol. 23, 4598 {2003).
VPARP 183 kDa hTEPI Liu et al., Mol Cell Biol 24, 5314 (2004).
KIP 22 kDa hTERT G.E Leeetal , J Biol Chem. 279, 34750 (2004).
nucleclin 76 kDa hTERT S. Khurts et al.. J. Biol. Chem. 279, 31508 (2004).
MERIN1 53 kDa hTERT I H Kimetal, Genes & Dev. 19, 776 (2005).
SmB 25 kDa hTR D. Fu and K. Collins, Genes & Dev. 20, 531 (2006).
SmD3 14 kDa hTR D. Fuand K. Collins, Genes & Dev. 20, 531 (2006).
hnENP Al 39 kDa RINP Q. Zhang et al., RNA 12, 1116 {2008).
hNafl ~30kDa hTR C. Hoareau-Awveilla et al., RNA 12, 832 (2006).
hPifl ~70kDa hTERT Matevak et al., Cell Cyele 5, 2796 (2006).
hnRNP U 90 Fu and Collins ., Molecular Cell 28, 773 (2007)
hnRNP C 25 “
SNRPD3 14
LSM 40
SNRPB 25
SNRPE 11
NAT10 116
GNL3L 66
Pontina 50 Venteicher et al., Cell 132, 945-957 (2008).
Reptina 50

Tabla 1. Proteinas propuestas como accesorias del complejo telomerasa humano.
Tomado de Cohen et al., 2007 y actualizado hasta el 2009.
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Durante los ultimos tres afios varios grupos reportaron la purificacion del complejo
telomerasa activo, en los tres casos se comprobé la asociacion de diskerina al nucleo
catalitico, pero las demas proteinas variaron de un estudio a otro. En la purificacion
realizada por Cohen y colaboradores soélo se encontro diskerina asociada al nucleo
catalitico. En la realizada por Fu y Collins once proteinas co purificaron con la
actividad telomerasa, cuatro de ellas habian sido reportadas antes (TERT, diskerina,
Nopl0y NHP2) y 7 se encontraron por primera vez asociadas a la actividad
telomerasa, tres pertenecen a la familia de proteinas Sm (B, D1, D3), dos son
proteinas heterogéneas nucleares o hnRNPs (C y U) y dos son NTPasas (NAT10y
GLTN, ATPasa y GTPasa respectivamente) (Fu & Collins, 2007).

En la purificaciéon realizada por Venteicher y colaboradores se reportaron 2 nuevas
proteinas, las ATPasas pontina y reptina, éstas son miembros de la familia de
ATPasas triple A (ATPases associated with various cellular activities) y han sido
identificadas en complejos remodeladores de cromatina, y como proteinas que
interactan con complejos de snoARNSs. En ese estudio se demostro que pontina y
reptina interacttan con los tres componentes del complejo: TERT, TER y diskerina. Y
gue su deplecién ocasiona una dramatica disminucién en los niveles del componente
ARN (Venteicher et al., 2009).

Luego de esta descripcion de proteinas accesorias al complejo telomerasa en
diversos organismos, como ciliados, levaduras y humanos, dos hechos son
evidentes: No existe una conservacion a nivel de secuencia que permita identificar
homologos en otros organismos donde se ha detectado la actividad telomerasa y, es
posible que si haya una conservacién a nivel de funcién, por lo menos, en cuanto a la
necesidad de conferir estabilidad a la sub unidad ARN, funcion de p43, p65, Smy
diskerina en el complejo de Euplotes, Tetrahymena, Saccharomyces y humano

respectivamente.
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2.3 PROTETNAS QUE REGULAN LA ACTIVIDAD TELOMERASA POR
INTERACCION CON EL ADN TELOMERICO
Ademas de la regulacion de la actividad telomerasa por las proteinas que se asocian

al nucleo catalitico, las proteinas que protegen el ADN telomérico de la degradacion y
la fusion, pueden regular la actividad telomerasa y contribuir al control de la longitud
telomérica. Inicialmente se describird un complejo proteico ampliamente estudiado en

humano y luego algunas de las proteinas identificadas en organismos unicelulares.

2.3.1 El Telosoma o Shelterina: complejo Proteico que da formay salvaguarda
el telémero humano
Este complejo multiproteico esta constituido por tres proteinas que reconocen y se

unen directamente al ADN telomérico: TRF1, TRF2 y POTL1 y tres proteinas que las
interconectan mediante interacciones proteina-proteina: TIN2, TPP1 y Rapl (Figura
6). Estas seis proteinas forman un complejo que le permite a las células distinguir los
teldbmeros de ADNs fracturados. En caso de ser removido este escudo protector,

teldmero es errbneamente procesado por las vias de reparacién de ADN.

Aungue se ha demostrado que las seis subunidades, pueden ser aisladas en un solo
complejo por el fraccionamiento de extractos nucleares (Liu et al., 2004), sus
componentes fueron identificados gradualmente en un periodo de cerca de 10 afios
por distintos métodos (Zhong et al., 1992; Chong et al., 1995; Kim et al., 1999; Li et
al., 2000; Liu et al., 2004b). La primera proteina telomérica en ser descrita fue TFR1
(TTAGGG Repeat Factor), fue aislada con base en su capacidad de unién al ADN
telomérico de doble cadena in vitro (Zhong et al., 1992; Chong et al., 1995). TRF1 es
un regulador negativo de la longitud telomérica dado que su sobre expresion provoca
el acortamiento telomérico, mientras que su delecion conduce al alargamiento (Van
Steensel, 1997). La proteina relacionada TRF2, es crucial para la proteccion del ADN
telomérico. Si es removida de los teldmeros, estos son reconocidos inmediatamente
como rupturas en el ADN, se produce fusién extremo con extremo, se activan las
vias de p53 y p16/Rb y se induce la senescencia y la apoptosis (Bilaud et al., 1997;
Broccoli et al., 1997; Van Steelsen et al., 1998).
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Figura 6. Telosoma. Estructura proteica que cubre y protege el teld6mero humano.

a. Estructura de dominios de las proteinas del complejo. Se indican las interacciones proteina-
proteina y los sitios de union en el ADN. b Esquema de complejo asociado al telomero. Tomado
de de Lange, 2005.

POT1 (Protection of the telomeres 1): Es una proteina de unién a la cadena sencilla
de ADN, que interacttia con dos diferentes sitios en los telémeros, el extremo de
protuberante 3’ y con la regién duplex por asociacion con TFR1. POT1 protege los
telomeros de eventos de recombinacion, suprimiendo el mecanismo de respuesta a
dafos en la cadena sencilla via ATR. Promueve la formacién de T-loops y modula la

actividad telomerasa (Loayza & de Lange, 2003; Loayza et al., 2004).

Los componentes del telosoma presentan caracteristicas especiales que los
distinguen de otras proteinas que se asocian al telomero. Este complejo es
abundante en los telomeros y no se acumula en otro lugar, esta presente en los
telomeros a través del ciclo celular y su funciéon estéa limitada a los teldmeros. Otras
proteinas pueden tener funciones especiales en la proteccién del telomero pero no

son exclusivas del mismo. El telosoma presenta una alta especificidad por los
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repetidos teloméricos dado que tanto TFR1 como TFR2 presentan un dominio de
unién a ADN conocido como Myb homeodominio, el cual pertenece a la familia de
motivos de unién al ADN Hélice-vuelta-Hélice (HTH), encontrados en muchos
reguladores de transcripcion. Estas proteinas pueden formar homodimeros y
oligbmeros de orden superior proporcionando asi multiples sitios de union. POT1 se
une al extremo protuberante 3’ via un domino conocido como plegamiento OB
(oligosaccharide/oligonucleotide binding domain) y a lo largo de la doble cadena por
asociacion con el complejo TRF1 (Loayza & de Lange, 2005). De esta manera el
telosoma tiene la capacidad Unica de reconocer el ADN telomérico con 5 dominios de
unién (2 de cada TFR y uno de POT1) y por tanto distinguirlo de otros extremos de
ADN (de Lange, 2005) (Figura 6).

Ademas de proteger el ADN telomérico, el telosoma esté implicado en la generacion
de T-loops y en la regulacion de la actividad telomerasa.

Formacion de T-loops: Tanto TFR1 como TFR2 parecen estar involucradas en la
formacién de estructuras de orden superior, conocidas como T loops. Estas
estructuras, no solo previenen el acceso de la telomerasa sino que también protegen
al telémero de eventos de recombinacién y degradacion. En esta conformacion, el
extremo protuberante 3’ invade la regién de doble cadena apareandose con la
cadena rica en citosina y desplazando la cadena rica en G (Figura 7a). In vitro, los
componentes del telosoma tienen actividades remodeladoras de ADN, que son
relevantes en la formacién de esta estructura. TFR1 puede doblar y aparear el ADN y

TRF2 puede modelar sustratos artificiales en loops (Stansel et al., 2001).

Control de la actividad Telomerasa: Una vez localizada en el sustrato telomérico la
actividad telomerasa debe ser regulada para evitar una ilimitada adicion de
secuencias repetitivas y mantener la longitud promedio. Para tal regulacion se ha
propuesto la existencia de un sistema sensible a la longitud telomérica que “cuenta”
el nimero de repeticiones y activa la telomerasa o impide su accién. Diferentes
experimentos han sugerido que es el complejo telosoma enlazado al ADN uno de los

determinantes de la actividad. A medida que se adicionan repeticiones teloméricas el
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numero de sitios de unién para el telosoma aumenta y se favorece la formacion de

estructuras de orden superior estabilizadas por interacciones proteina-proteina.

’ Plegamiento ‘ TFR1 vy otros factores

b Telémeros Largos Telémeros Cortos

Accesso denegado Accesso permitido

Figura 7. Funciones del Telosoma. a. Formacién del t-loop. El extremo telomérico se
pliega de manera que el extremo protunerante 3' queda paralelo a la cadena doble de ADN.
La cadena sencilla de ADN, invade la cadena doble formando un loop. Esta conformacion
impide que el extremo de cadena sencilla sea blanco de degradacion, recombinacién o
elongacion por telomerasa. b. Regulacion de la actividad telomerasa. En telémeros
cortos el acceso y la accion de telomerasa es permitido, hay un rearreglo de los
componentes del telosoma, Potl es removida del extremo 3’, lo que permite la elongacion.
A medida que el telémero es elongado, hay mayor nimero de sitios disponibles para el
complejo telosoma, que al unirse, disminuye la accequibilidad de la enzima y relocaliza a
Pot en su sitio en la cadena sencilla. Tomado de: de Lange, 2005.
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Esta estructura sella el extremo y corresponde al estado cerrado o inaccesible en el
cual la telomerasa es inactiva. Cuando el teldmero se acorta por debajo de su
longitud critica, debido a la replicacién incompleta, uno o mas complejos telosoma se
pierden, con lo cual la estructura se desintegra y el extremo telomérico queda
“abierto” o accesible para la actividad telomerasa (Figura 7b). Un punto de control
adicional esta dado por la capacidad de union de POTL1 al ADN de cadena sencilla,
pues cuando la proteina pierde su capacidad de asociacion con el extremo
protuberante, la telomerasa genera teldmeros muy largos que pierden la capacidad
de inhibir la actividad aunque el contenido de telosoma es aumentado de manera
proporcional (Loayza & de Lange, 2003). Este hecho indica que cuando el telomero
ha alcanzado la longitud adecuada, POT1 se une al extremo 3’ e impide el acceso de

la enzima a su sustrato (Figura 7b).

2.3.2 Complejos similares al Telosoma
En S. pombe existe un complejo similar al telosoma humano compuesto por seis

proteinas agrupadas en dos modulos: (Tazl-Rap 1) y (Potl-Tpz1-Poz1-Ccql), cada
uno con una proteina de unién al ADN (Baumann & Cech, 2001) (Comparar figuras
8ay 8b). Taz 1p se une a la cadena doble de ADN a través de dominios Myb, lo que
sugiere un papel similar al de las proteinas TFR. Pot 1 es el homologo de Potl de
humano, se une a la cadena sencilla de ADN via plegamientos OB. La conexion
entre factores asociados a la cadena sencilla y los asociados a la cadena doble de
ADN, es mediada por Pozl. La delecion de las proteinas asociadas a la cadena
doble genera la extension descontrolada de la cadena rica en G, lo que sugiere una
regulacion negativa de la actividad telomerasa, mientras que la delecion de las
proteinas asociadas a la cadena sencilla ocasiona la pérdida rapida de secuencias
teloméricas y la formacion de cromosomas circulares (Miyoshi et al., 2008). La
proteina Ccqgl es esencial para el reclutamiento de la telomerasa al telémero,
interactia directamente con la telomerasa y sirve de puente entre la enzima y el

extremo protuberante 3’ (Tomita & Cooper, 2008).
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En los ciliados Stylonychia y Oxytricha solo se ha encontrado una proteina asociada
al telémero, la proteina TEBP (Telomere End Binding Protein). Esta presenta dos
subunidades: Una subunidad o de 56 KDa que contiene tres plegamientos OB, dos
de los cuales estan involucrados en el reconocimiento secuencia especifico de la
cadena sencilla de ADN y otro que interactia con la subunidad 3 de 41 KDa. El
heterodimero o/p forma un complejo muy estable con el ADN telomérico el cual
impide la elongacién por la telomerasa (Froelich-Ammon et al., 1998) (Figura 8d).
Andlisis de la estructura cristalina del complejo muestran que el extremo protuberante
3’ se encuentra protegido (Horvath et al., 1998). Esta proteccion previene por un

lado la degradacion y por otro la sobre extension por parte de la telomerasa.

Aunque en S. cerevisiae las proteinas que cubren y protegen el ADN telomérico son
completamente diferentes, se conserva la “estructura en dos moédulos”, uno de union
a la cadena doble y otro de unioén a la cadena sencilla de ADN (Figura 8c). Rapl
(Represor activator protein) se une directamente a la cadena doble de ADN como un
mondmero a través de un dominio de unién que consiste de dos motivos Myb,
dispuestos de forma consecutiva en el centro de la proteina (Bilaud et al., 1996;
Nishikawa et al., 1998). El extremo C-Terminal de Rapl se asocia con dos proteinas:
Riflp y Rif2p (Rapl Interactin Factors), reguladores negativos de la actividad

telomerasa (Levy & Blackburn, 2004).

El médulo de union a la cadena sencilla o CST esta compuesto por Cdcl3, Stnly
Tenl. Cdcl3 (Cell division control) reconoce una secuencia de 11 nucleétidos en el
extremo protuberante 3’ a través de un plegamiento OB (Mitton Fry et al., 2002). Se
le han atribuido dos papeles distintos y cruciales en el mantenimiento del telémero:
protegerlo de la degradacién y mediar el acceso de la telomerasa a su sustrato
telomérico por interaccion directa con la subunidad Estlp del complejo telomerasa
(Nungent et al., 1996; Evans & Lundblad, 1999).
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Figura 8. Complejos similares al Telosoma. Los componentes del telosoma que presentan
algun grado de conservacion se han representado del mismo color. Asi se considera que POT1
y TPP1 son homélogos de TEBPa y TEBPf de ciliados y de Potl y Tpz de S. pombe. Tazy
Rapl serian los homologos de TRF y Rapl de vertebrados. También se puede ver la diversidad
en la longitud del tracto telomérico desde una pocas bases en ciliados hasta kilobases en
vertebrados y la longitud del extremo protuberante 3'. Tomado de Palm & de Lange, 2008.



En resumen, el telosoma involucra proteinas de union a ADN, tanto de cadena
sencilla como de la cadena doble. Los factores de unién a la cadena doble y las
proteinas que se asocian a ellos, reprimen la actividad telomerasa a través de un
mecanismo que depende del nimero de moléculas asociadas, el cual es proporcional
a la longitud del tracto telomérico. Por otro lado, las proteinas que se unen al extremo
protuberante 3’ protegen el teldmero y participan en el reclutamiento y activacion del

complejo telomerasa en el sustrato.

Aungue las proteinas de unién al ADN telomérico exhiben muy poca conservacion en
estructura primaria, presentan motivos estructurales conservados. Las proteinas de
unién a la cadena doble presentan motivos Myb en los dominios de union al ADN o
DBDs (DNA binding domain). Aungue fueron inicialmente descritos en las proteinas
Raply TRF1y 2, posteriormente se encontraron en las proteinas Tazl, TRFLy TRF
de S. pombe, Arabidopsis y Trypanosoma respectivamente (Bilaud et al., 1996;
Chong et al., 1995; Konig & Rhodes, 1997; Broccoli et al., 1997; Cooper et al.,1998;
Li et al., 2005). El motivo Myb tiene una secuencia consenso bien definida y una
estructura terciaria constituida por tres hélices, la segunda y tercera hélices forman
un motivo hélice-vuelta-hélice (Figura 9). Por lo menos dos motivos Myb son
requeridos para lograr gran afinidad por el ADN telomérico, asi Rap 1 presenta dos
motivos y se une al ADN en forma de monémero, mientras que TRF1y TRF2

contienen solo un motivo y forman homodimeros para unirse al ADN.

La conservacion estructural entre las proteinas de union al extremo protuberante 3'
no es tan obvia, ya que el plegamiento OB no presenta una secuencia consenso bien
definida (Theobald et al., 2003). Estructuralmente, el plegamiento OB esta
compuesto de cinco hojas B que forman un barril 3, sellado por una a-hélice (Figura
9) (Murzin, 1993). El plegamiento OB en proteinas de unién al teldbmero fue
identificado cuando la estructura cristalina de TEBP de Oxytricha nova fue resuelta

(Horvath et al., 1998). Posteriormente con la resolucion de las estructuras de Cdc13
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de S.cerevisiae y Potl de S. pombe y de humano, la conservacion fue confirmada
(Mitton-Fry et al., 2002, Lei et al., 2004; Lei et al., 2005).

Figura 9. Motivos estructurales conservados en proteinas de unién al telomero.

a. Dominio Myb de TFR1 enlazado a ADN de doble cadena. b. Plegamiento OB1 de Potl
enlazado al ADN de cadena sencilla. En morado, el ADN telomérico. En rojo, a-hélices. En
Amarillo, hojas B. En verde, loops. Tomado de Lingner & Price, 2009.

2.3.3 Factores asociados al Telosoma- Proteinas involucradas en la respuesta a
dafios en el ADN
Cuando los teldmeros no estan protegidos por el complejo telosoma son reconocidos

como ADN dafiado y son procesados por las vias de reparacion de ADN. En
mamiferos las rupturas en ADN de cadena doble son reparadas por la unién de
extremos no homologos (non homologous end joining o NHEJ) o por recombinacion
homodloga (HR). En HR un fragmento de ADN de una cromatida hermana sirve como
plantilla para guiar la reparacion de la hebra rota. En NHEJ, dos extremos de ADN
son fusionados directamente sin necesidad de homologia de secuencia, este es un
proceso de varias etapas en las que mdultiples proteinas estan involucradas, algunas
de ellas se asocian con componentes del telosoma y son esenciales para preservar
el ADN telomérico (Figura 10). Entre estas estan: La proteina Ku, la protein quinasa
dependiente de ADN (DNA PK), el complejo MRN o MRX en levaduras (MRE11,
RAD 50 y NBS1 o Xr2 ), las quinasas de respuesta al dafio ATM o Tell en levaduras
(ataxia telangectasia mutated) y ATR o Mecl (Ataxia telangectasia and Rad3-
related), las helicasas BLM/WRN y las nucleasas ERCC1/XPF (Excision repair cross
complementing 1/ xeroderma pigmentosum group F) (Zhu et al., 2003; Palm & de
Lange, 2008).
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Figura 10. Procesamiento de los telé6meros por la maquinaria de reparacion del ADN.
La remocién de TFR2 de los telomeros activa la via de reparacion de ADN, dependiente de
ATM. Esta consiste en el reconocimiento y posicionamiento de la proteina Ku en la “fractura”,
seguida por el apareamiento con otro cromosoma y la degradacién del extremo protuberante
por nucleasas. Finalmente, los cromosomas son fusionados. Tomado de Palm & de Lange,
2008.
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ATM constituye el control maestro de la respuesta celular a las rupturas de doble
cadena, para que el telomero no sea procesado como este tipo de dafio, ATM es
reclutado al teldomero via TRF2, lo cual reprime su activacion (Figura 10). Por otro
lado, la activacion de la respuesta al dafio via ATR, es reprimida por POT1, proteina

de union al ADN de cadena sencilla (Guo et al., 2007, Denchi & de Lange, 2007).
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Figura 11. Activacion del complejo Telomerasa de S.cerevisiae por
componentes de la maquinaria de reparacién de ADN.
Tomado de Bianchi & Shore, 2008.
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En S.cerevisiae la funcion del complejo MRX, Tell (ATM) y Mecl (ATR), en el
telomero es completamente diferente, estas proteinas estan involucradas en el
reclutamiento y activacion de la telomerasa en su sustrato telomérico. In vivo, los
teldmeros cortos son el sustrato preferido por la telomerasa, lo que indica que existe
un mecanismo que sefiala o marca el sustrato que va a ser elongado. En S.
cerevisiae, proteinas como el complejo MRX y Tell se asocian de manera transitoria
al extremo protuberante 3’ y promueven la actividad telomerasa (Bianchi & Shore,
2008). Tell fosforila Cdc13, cambiando la preferencia de Cdc13 por el complejo
telomerasa mas que por la proteina de union al teldmero Stnl, lo que ocasiona la

transicion entre un estado inaccesible para la telomerasa a uno accesible (Figura 11).

Después de esta revision general sobre el telomero y la telomerasa se puede
concluir que el telomero no es una estructura estatica sino que esta en un equilibrio
dindmico para mantener su longitud dentro de un rango adecuado. En este
mantenimiento no solo esta involucrado el complejo telomerasa y las proteinas
propias del telémero, sino un amplio grupo de proteinas. Es asi como para el
telomero humano se han descrito alrededor de 20 proteinas diferentes involucradas
en su preservacion (Figura 12).

NBS1
MRE11,ga RADS50

RAP1 g, (+ ANK

BLM
TRF1
ERCC1
XPF
Kﬂ'lb
—t ATM

Figura 12. Representacion esquemaética del telomero humano. Se represetan las
proteinas asociadas al teldémero involucradas en la regulacién de la longitud telomérica.
Algunas de ellas interactian directamente con el ADN, otras se localizan en el telébmero
atraves de interacciones proteina—proteina. Tomado de www.uke.de/.../index_43074.php.
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2.4 TELOMERO Y TELOMERASA COMO BLANCOS DE INHIBICION
La actividad telomerasa se presenta en el 90 % de células tumorales humanas

mientras que es indetectable en la mayoria de células somaticas normales. Esta
correlacion ha sugerido que la reactivacion de la telomerasa es necesaria para la
proliferacion celular sostenida, que caracteriza las células tumorales. Este hecho ha
convertido la actividad telomerasa en un blanco potencial para el desarrollo de
agentes quimioterapéuticos. Ademas, la actividad telomerasa provee diversos frentes
de accién: La subunidad catalitica, la sub-unidad ARN, las proteinas de unién al ADN

y el ADN telomérico.

2.4.1 La subunidad catalitica como blanco de Inhibicion
En animales, la subunidad catalitica es el componente clave que regula la actividad

telomerasa, su expresion esta altamente controlada e implica una compleja red de
factores de transcripcion (Kelland, 2000). TERT usualmente no es detectada en
células soméaticas normales pero es sobre expresada en células tumorales y la sobre
expresion esta directamente relacionada con la actividad. El mecanismo de inhibicion
de la expresion, se basa en la especificidad de segmentos de ADN que se unen al
MARN de TERT y promueven su degradacién. Se han descrito dos estrategias para
disminuir la expresion de hTERT, los oligos antisentidos (AS-ONs) y los ARNs
pequefios interferentes (siARN). Los oligos antisentido, impiden la traduccién de

hTERT provocando la degradacion del mensajero via ARNsa H.

El ARN interferente (ARNIi) es un mecanismo de silenciamiento post-transcripcional,
el cual es dirigido por moléculas de ARN de cadena doble o dsARNs que causan la
degradacion de un ARN homélogo en secuencia (Hannon et al., 2002). siARNs han
sido utilizados en diversas lineas tumorales como HCT-15, HelLa, NCI H23, A431,
HepG2, entre otras (colon, cervix, pulmdn, epidermis e higado) en las que se
observé una disminucién en la actividad telomerasa y un efecto sobre la proliferacion
celular (Kosciolek et al., 2003; Xia et al., 2005).
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Para bloquear la actividad transcriptasa reversa de hTERT se han utilizado analogos
de nucledsidos y pequefios compuestos que se unen a la enzima. Los analogos de
nucledsidos se incorporan en la cadena e impiden la adicion del siguiente nucleésido
deteniendo asi la actividad enzimética. Entre ellos se encuentran AZT
(Azidotimidina), un inhibidor eficaz de la transcriptasa reversa codificada por el virus
HIV y una de las principales drogas contra la infeccion (Keith et al., 2002).También
ha sido utilizado para inhibir la actividad de telomerasa en Tetrahymena y en
distintas células tumorales humanas (Strahl & Blackburn, 1994, Strahl & Blackburn,
1996; Fletcher et al., 1996). El tratamiento de células tumorales con AZT ademas de
disminuir la actividad telomerasa induce apoptosis y alteraciones en el ciclo celular
(Fang & Beland, 2009).

Aungue se han probado otros analogos y presentan un fuerte efecto inhibitorio, la
principal limitacion de este tipo de inhibidores es su selectividad, no solo por

transcriptasas reversas sino por otras polimerasas (Fletcher et al., 2001).

En cuanto a inhibidores no nucledsidos, Boerhinger Ingelheim desarroll6 un
compuesto denominado BIBR 1532, éste es uno de los inhibidores mas potentes de
la actividad telomerasa pues presenta un ICso en el rango nanomolar, induce el
acortamiento telomérico y la disminucién en la proliferacién en diversas lineas
tumorales y tiene poco efecto sobre células normales (Damm et al., 2001, El Daly &
Martens, 2007).

2.4.2 La subunidad ARN como blanco de inhibicién
Este componente es absolutamente necesario para la actividad telomerasa. En

contraste con hTERT, hTER esta presente en muchos tejidos normales que no
presentan actividad telomerasa, su funcién en esas células aun no se ha definido.
Diferentes estrategias se han utilizado con éxito para bloguear este componente ya
gue la regién plantilla del ARN debe ser expuesta para la adicion de nuevas

secuencias teloméricas lo que lo hace accesible a oligos antisentido.
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Los antisentido bloquean la region plantilla impidiendo la acciéon de la telomerasa.
Estos pueden ser inhibidores muy especificos pero presentan algunos problemas
criticos como su entrada a la célula y labilidad. Diversas modificaciones quimicas han
sido implementadas para reducir su degradacion por exo y endonucleasas (Figura
13).
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Figura 13. Estructura de los Oligonucleotidos Antisentido de uso més comun.
a Oligo normal. b Fosforotioato. ¢ Oligos 2’-O-metil-ARN. d 2’ metoxi-etoxi ARN.
e Péptidos de acidos nucléicos. f Fosforoamidas. Tomado de Mergny et al., 2002.

Unos de los oligos mas promisorios son del tipo tiofosforoamidas (Figura 13 f), dos
de estos oligos denominados GRN163 y GRN163L demostraron actividad en contra
de varios tipos de tumores y previnieron metastasis en modelos animales in vivo
(Hochreiter et al., 2006). GRN163L, es idéntico en estructura a GRN163 excepto que
tiene una molécula lipidica unida en uno de los extremos, lo cual mejora sus
propiedades farmacoldgicas. GRN163L es un oligo de 13 nucledtidos
covalentemente unido a una molécula de palmitol. Este oligo se une con alta afinidad
a la region plantilla de hTER, lo cual impide la actividad telomerasa. Después de
multiples ensayos en animales y de estudios preclinicos en 2005, fue permitido el uso

de GRN163L en estudios clinicos (www.infoaging.org).
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2.4.3 El telémero como blanco de Inhibicién.
La inhibicion de la telomerasa puede ser llevada a cabo secuestrando el “iniciador”, el

extremo de ADN de cadena sencilla, requerido para la actividad de transcriptasa
reversa. El extremo protuberante 3’ es rico en guanina y estudios tanto in vitro como
in vivo han mostrado que puede adoptar una conformacion denominada G-
cuadruples, esta estructura estd conformada por cuatro cadenas y consiste de un
arreglo cuadrangular de guaninas, estabilizado por puentes de hidrogeno (Figura 14)
(Henderson et al., 1987; Chang et al., 2004). Esa conformacion es estabilizada por
cationes monovalentes, especialmente K*, y ademas inhibe la actividad telomerasa
por lo que se ha sugerido que compuestos que estabilicen esas estructuras pueden
ser agentes quimioterapéuticos efectivos (Mergny et al., 1999; Paeschke et al.,
2005).

Muchos compuestos estabilizadores del G-cuadruples han sido reportados, estos
incluyen: derivados de porfirinas, derivados de acridina, 2,6-diaminoantraquinonas y
compuestos basados en fluorenona. Diferentes estudios han mostrado que estos
compuestos interactian con el ADN telomérico de cadena sencilla e inhiben la
actividad telomerasa (Izbicka et al., 1999; Gémez et al., 2004; Kim et al., 2003). El
mas potente de esta clase es un compuesto denominado Telomestatin, es un
compuesto natural obtenido de Streptomyces anulatus 3555-SV4, la similaridad
estructural entre Telomestatin y la estructura en G-cuadruples sugiere que su efecto
inhibidor podria ser debido a su habilidad para facilitar la formacion de estas

estructuras o secuestrar directamente el extremo telomérico (Shin-ya et al., 2001).
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Figura 14. Conformacion en G-cuadruplex. a. La estructura en cuadruplex de ADN
formada por la cadena sencilla rica en guanina de los telémeros, debido a interacciones
Hoogsteen entre 4 guaninas. b. Tres posibles estructuras secundarias para los
cuadruplex. c. Ejemplo de la estructura G4, encontrada en ARNSs. d. Estructura de dos
estabilizadores del G cuadruplex la porfirina catiénica TMPyP4 y el Telomestatin.

2.5 TELOMEROS Y TELOMERASA EN PARASITOS PROTOZOARIOS
La actividad telomerasa ha sido reportada en diversos parasitos de importancia

médica como Plasmodium falciparum, Trypanosoma brucei, Trypanosoma cruzi y
Leishmania major, agentes causantes de la malaria, enfermedad del suefio,
enfermedad de chagas y Leishmaniasis, enfermedades que atacan a la poblacién
ubicada en la zona tropical y hoy dia siguen siendo uno de los principales problemas
de salud en paises en desarrollo ( Aldous et al., 1998; Cano et al., 1999; Janzen et
al., 2004; Muioz & Collins, 2004; Galindo et al., 2009). A pesar que los
componentes del complejo telomerasa y las proteinas que regulan su funcion
constituyen un interesante blanco de accion contra estos parasitos, los estudios que
se han adelantado hasta el momento orientados hacia su caracterizacién son muy

eSCcasos.
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Los telémeros de los tripanosomatidos (Trypanosoma sp y Leishmania sp) conservan
la secuencia repetitiva de los vertebrados GGGTTA y los telédmeros de T. brucei,
pueden formar estructuras en T-loops similares a los descritos para telémeros
humanos (Mufioz et al., 2001). Aungue estos hechos sugeririan la presencia de un
complejo similar al telosoma, solo se ha encontrado un homaologo de las proteinas
TFR en el genoma de los tres parasitos. En T.brucei TFR se une al ADN telomérico
de cadena doble, puede formar homodimeros y es esencial para la supervivencia del
pardasito (Li et al., 2005). En cuanto a las proteinas de union al extremo protuberante
3’, en L. amazonensis se ha demostrado que la proteina RPA-1 (Replication Protein
A) puede formar complejos con oligos de cadena sencilla in vitro y que se asocia a
los telémeros in vivo, via plegamientos OB (Fernandez et al., 2004; Neto et al.,
2007). Lo cual sugiere, que en estos parasitos RPAL, podria cumplir una funcion
similar a la de Cdc 13 o Potl de S. cerevisiae, Sch pombe y humano. Aungue otras
proteinas con capacidad de union al ADN telomérico han sido descritas tanto en
Trypanosoma como en Leishmania su asociacion in vivo no ha sido comprobada
(Cano et al., 2002; Fernandez et al., 2004).

En cuanto a otras proteinas asociadas al telomero, Conway y colaboradores
demostraron que en T. brucei, la proteina Ku es esencial para el mantenimiento del
telomero, parasitos deficientes en Ku80, presentan un acortamiento similar a
parasitos deficientes en telomerasa, por lo que se ha propuesto un rol en el

reclutamiento de la enzima a su sustrato (Conway et al., 2002).

2.6. TELOMEROS, TELOMERASA Y Plasmodium falciparum
Plasmodium falciparum es uno de los parasitos mas patégenos del phylum

apicomplexa y la especie responsable de la forma mas severa de malaria humana. P.
falciparum es un parasito intracelular obligado que crece y se multiplica dentro de
una vacuola parasitéfora. Plasmodium presenta un complejo ciclo de vida que

requiere de dos hospederos uno vertebrado y otro invertebrado. En su hospedero
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vertebrado, ocurre el ciclo de vida asexual o esquizogonico que comienza con la

inyeccidn de esporozoitos por la picadura de un mosquito Anopheles sp (Figura 15a).
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Figura 15. Ciclo de vida de P. falciparum. El parasito alterna entre dos huéspedes: El
hombre y un mosquito del género Andpheles. El parasito replica su material genético en
cinco diferentes puntos del ciclo: 1Esquizogonia intrahepatica. 2 Esquizogonia
intraeritrocitica. 3 Microgametogénesis. 4 Sintesis premeibética. 5 Esporogonia. Tomado de
Ménard, 2005.

Los esporozoitos viajan hasta el higado donde maduran a estadios conocidos como
esquizontes los cuales después de multiples replicaciones producen alrededor de
20.000 merozoitos después de solo 5 dias. Los merozoitos al ser liberados al
torrente sanguineo invaden eritrocitos con lo que se da inicio al ciclo celular
intraeritrocitico. Los merozoitos se diferencian a anillo y luego a trofozoito, en este
estadio incrementan su tamafio, tasa metabdlica, sintesis de proteinas e inician la
replicacion del genoma. Por multiples divisiones nucleares los trofozoitos se
transforman en esquizontes, en los que se inicia la sintesis de organelos para cada
una de las células hijas. Luego de 48 horas por cada eritrocito infectado se liberan
entre 16 a 32 nuevos parasitos que al ser liberados al torrente sanguineo infectan

nuevos eritrocitos. El ciclo sexual o esporogoénico es promovido cuando un pequefo
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porcentaje de parasitos circulantes se diferencia a células sexuales que son

transmitidas al mosquito cuando se alimenta con sangre infectada (Figura 15b).

La replicacion del ADN, fundamental para la proliferacién del parasito, tiene lugar en
varios puntos del ciclo celular en los dos hospederos (Janse et al., 1986; Janse et al.,
1988). Solo en el huésped humano, cada parasito puede generar entre 16 a 32
células hijas en un periodo de tan solo 48 horas. Esta gran capacidad de proliferacion
del parasito sugiere la existencia de un mecanismo para el mantenimiento de los
telomeros que le permita compensar la pérdida de secuencias asociada a cada ronda

de replicacion y evitar la senescencia replicativa.

La actividad telomerasa en Plasmodium falciparum fue reportada por primera vez en
el afio 1998, de forma simultanea por dos grupos de investigacion (Aldous et al.,
1998; Bottius et al., 1998). Tanto Aldous, como Bottius detectaron actividad
telomerasa en extractos proteicos de parasitos en formas asexuales y mas adelante
en 2003, Raj y colaboradores reportaron la actividad telomerasa en formas sexuales
(Raj et al., 2003), ademas los tres grupos observaron que la actividad era
susceptible a inhibidores de transcriptasas reversas, como habia sido descrito para la

actividad telomerasa presente en células tumorales.

Nuestro grupo de investigacion inici el estudio del complejo telomerasa con la
busqueda del gen que codifica para la subunidad proteica. A través de herramientas
convencionales de bioinformatica se encontré una secuencia en el genoma del
parasito que presento los motivos tipicos de las telomerasas reportadas hasta ese
entonces (Rubiano & Wasserman, 2002). Esta secuencia fue confirmada mas

adelante con la liberacion del genoma del parasito.

Teniendo en cuenta que la actividad telomerasa podria ser el mecanismo que le
confiere la capacidad de replicarse de forma indefinida al parasito, y que el complejo

telomerasa hasta entonces no se habia caracterizado, el presente trabajo se enfoco
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en el analisis de los componentes del nucleo catalitico y en establecer si la inhibicidon

de la actividad afecta la proliferacion celular.
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3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GENERAL
Caracterizar los componentes del complejo telomerasa del parasito Plasmodium

falciparum y establecer si la inhibicion de este complejo ribonucleoproteico afecta el

crecimiento del parasito.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
3.2.1 Detectar la subunidad catalitica PfTERT, en extractos proteicos por ensayos de

western blot y/o en células completas por inmunofluorescencia.

3.2.2 Obtener fracciones enriquecidas con actividad telomerasa, a partir de las
cuales aislar el ARN presente, amplificarlo por RT-PCR y generar un grupo de

secuencias candidato para la subunidad TER.

3.2.3 Definir si el complejo telomerasa esta presente durante todo el ciclo de vida
intraeritrocitico o si es especifico de un estadio. Se empleard RT-PCR para detectar
la subunidad ARN, western blot para detectar la subunidad proteica y el ensayo

TRAP para detectar la actividad.

3.2.4 Disminuir la expresién de los dos componentes del nucleo catalitico de la
telomerasa por ARN interferente y determinar su efecto sobre el crecimiento del

parasito.
3.2.5 Determinar si la actividad telomerasa de P. falciparum es susceptible a
inhibidores desarrollados contra la actividad telomerasa humana, en un sistema libre

de células.

3.2.6 Evaluar el efecto de inhibidores de la actividad telomerasa en la proliferacion

del parasito.
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4. METODOLOGIA
Para lograr los objetivos planteados se llevaron a cabo las siguientes actividades

experimentales y de bioinforméatica.

4.1 DETECCION DE LA SUBUNIDAD CATALITICA DEL COMPLEJO
TELOMERASA (PfTERT)
Para la deteccion de la proteina PFTERT por métodos inmunoldgicos fue necesario

generar un anticuerpo especifico contra ella, para lo cual se produjo una proteina

recombinante que sirvié para inmunizar conejos y obtener un suero policlonal.

4.1.1. Produccion de una proteina recombinante (PfTERTr) en Escherichia coli.
4.1.1.1. Amplificacion y clonacion de fragmentos de PCR en el vector pGEMT

Se hizo un analisis por bioinformatica de la secuencia reportada en la base de datos

del genoma de Plasmodium (www.plasmodb.orq) para el gen de telomerasa de P.

falciparum (PF13_0080), denominado de aqui en adelante PfTert, y se disefiaron
iniciadores especificos que permitieron amplificar por PCR algunos de los motivos
caracteristicos de subunidades cataliticas, como el motivo T (Telomerasas) y el
motivo BCD (Transcriptasas Reversas). Los productos de PCR fueron purificados y
clonados inicialmente en el vector pGemT (Promega) Yy luego se subclonaron en un
vector de expresion. La secuencia de los oligos y el tamafio esperado para el

producto se presentan en la tabla 2.

SECUENCIA
OLIGO SENTIDO OLIGO ANTISENTIDO UBICACION TAMANO
*CajaT CTCATATAATTACATCGAGG TATTATGACGTGTGATGTTA 2318-3511 1193
*3026 CAAATCTGAGCAAACCTTAC CTTGACAATTTCTGGCACAT 3192-4325 1133
*BCD4 TGTGCCAGAAATTGTCAAGC TGTTGTTGTACTGTCGAA 4326-5436 1110
*BCD5 CGTTCGACAGTACAACAACA CGTCATTTACAACACTATTC 5417-6397 980
TERT1240 GTAGATAACGTATGCACAAC GATTTCTCCTTTCTATCCTC 1238-1801 563
BCDc TTATCTAATATATTGTGCTCC GATGAATTAATATTACTTCCC 5785-6041 256
CajaTc AATGTATACCTATCAAATTATTAG CCAAATTTTTCTATCAAAGA 2717-3243 526

Tabla 2: Oligos utilizados para la amplificacién de fragmentos de PfTert.

Se registran todos los
oligos utilizados en este estudio para la deteccién del gen o el transcrito de PfTert.
*Qligos utilizados para la generacion de las proteinas recombinantes.
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Los fragmentos denominados caja T, 3026, caja BCD4 y BCD5 fueron amplificados
por PCR (Polymerase Chain Reaction). La reaccién de PCR, se llevo a cabo
utilizando 100 ng de ADN gendmico como plantilla, 1,0 uM de oligos especificos, 1,5
mM de cloruro de Magnesio, 200 uM de dNTPS y 0,5 U de la enzima Taq
polimerasa. Con el siguiente ciclo térmico: Denaturacion por 5 min a 94°C, seguido
por 35 ciclos de: denaturacion (1min, 94°C), anillaje (1 min, 53°C), extension (1 min,
72°C) y una extension final de 7 min a 72°C. El tamafio de los productos amplificados

fue verificado por electroforesis en gel de agarosa al 1%.

Los fragmentos de PCR generados en este estudio se purificaron con el Kit Wizard®
PCR Preps DNA Purification System de Promega, se cuantificaron por
espectrofotometria a 260 nm y se clonaron en el vector pGEMT easy (Promega). El
procedimiento general fue el siguiente: Para la reaccion de ligacion se utilizaron 50
ng del plasmido pGEMT easy, la cantidad necesaria de inserto en una relacion 1:3
(vector: inserto) y 2 unidades T4 ADN Ligasa. La reaccion se llevo a cabo por 16
horas a 4°C, en un volumen final de 10 pL en el buffer* especifico de la enzima. La
ligacién se confirmo por PCR vy se utilizd para transformar células E. coli IM109 por
electroporacién. Se seleccionaron las colonias recombinantes sobre cajas de LB agar
suplementadas con 100 pg/mL de ampicilina, 100uM de IPTG (Isopropyl B-D-1-
thiogalactopyranoside, Sigma) y 50 pg/mL de X-Gal (5-Bromo-4-chloro-3-indolyl 3-D-
galactopyranoside, Sigma). Las colonias que crecieron de color blanco fueron
seleccionadas como positivas y se confirmaron por PCR. Una colonia positiva para
cada clon se crecié en medio liquido LB con ampicilina (100 pg/mL), para extraer el
plasmido recombinante correspondiente. Para la extraccion del ADN plasmidico se

utilizé el Kit Wizard® Plus Minipreps ADN Purification System (Promega).

a) Electroforesis en geles de agarosa
Los resultados de las diferentes amplificaciones se visualizaron por electroforesis

horizontal en geles de agarosa de distintos porcentajes (1,0 6 1.5%). El porcentaje de

! Buffer ligacion : 30 mM Tris-HCI pH 7,8, 10 mM MgCl,, 10 mM DTT, 1mM ATP.
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agarosa del 1% se uso0 para separar productos de tamafos superior a 1000pb, para
tamafios menores se us6 agarosa al 1,5% en TBE? 0,5X. Cada muestra se mezcl6
con buffer de carga® y la electroforesis se corri6 en buffer TBE 0,5X. Las condiciones
de corrida fueron un voltaje inicial de 100V durante 15 minutos, seguido de 75V
durante 45 minutos aproximadamente. El gel se tifié en solucién de Bromuro de
Etidio (5pug/mL); se visualizoé en un analizador de imagenes UV Gel Doc 1000 con el

Software Molecular Analysis © versién 1,5 de BIO-RAD.

4.1.1.2. Subclonacion de fragmentos de PCR en vectores de expresién

Los productos de PCR clonados en el vector pGEMT se liberaron por digestion
enzimatica y se subclonaron en el vector de expresion PinPoinT Xa (Promega) o en
el vector pThio His (Invitrogen). El procedimiento general se describe a continuacion:
2 ug de ADN plasmidico se digirieron con 10 unidades de la enzima Hindlll
(Promega), en buffer MULTI-CORE®. La reaccién se incub6 a 37°C por 2 horas,
después de este tiempo se inactivo la enzima por calentamiento a 65°C durante 10
minutos. A continuacién, se adiciond la enzima BamHI y se incub6 por 2 horas mas a
37°C. El inserto liberado fue separado por electroforesis y purificado a partir del gel
de agarosa con el Kit Wizard® PCR Preps DNA Purification System (Promega). Cada
inserto purificado fue ligado en el vector de expresién previamente digerido con las
mismas enzimas. La ligacion y transformacion se realizaron del mismo modo como
se describi6 para el vector pGEMT Easy. La seleccion de clones positivos se hizo

sobre cajas de LB agar con 100ug/mL de ampicilina.

En el caso de clonacion en el vector pThio-His (Invitrogen), la digestion tanto del
plasmido comercial como del plasmido recombinante pGEMT—-PfTERT BCD4 se hizo

con las enzimas Bgll y Pstl en buffer 2° (Invitrogen).

2 gyffer TBE 0,5 X: 89 mM Tris-base, 89 mM &cido Bérico, 2 mM EDTA.

3 Buffer de carga: 0,25% azul de bromofenol, 0,25% xylene cyanol, 30% glicerol.

* Buffer MULTI-CORE: 25mMTris-acetato (pH 7,5), 100mM acetato de potasio, 10mM acetato de magnesio, 1mM
DTT

® React 2: 50 mM Tris-HCI (pH 8,0),10 mM MgCl, 50 mM NaCl.
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4.1.1.3 Induccion y deteccion de las proteinas de fusién

Para determinar si los clones expresaban la proteina recombinante, se siguio el
protocolo recomendado por el fabricante, el cual se describe brevemente a
continuacion: Los clones positivos se crecieron en medio liquido durante toda la
noche. La mafiana siguiente, cada cultivo se diluyé en medio LB fresco en proporcion
1:100, se permiti6 el crecimiento hasta alcanzar una ODssonm de 0,5 y se adicioné
IPTG (Isopropyl —3-D-thiogalactopyranoside), el inductor de la expresion, a una
concentracion final de 1mM. Se permitio el crecimiento por 6 horas y finalmente las
bacterias se colectaron por centrifugacion. El pellet de bacterias se resuspendi6 en
buffer carga para electroforesis denaturante (SDS-PAGE), se separ6 en geles de
acrilamida y se transfiri6 a membrana. Las proteinas de fusion generadas con el
sistema PinPoint XA son biotiniladas in vivo, por lo cual se detectaron sobre
membrana con fosfatasa alcalina conjugada a estreptavidina (Pin Point Xa Protein
Purification System). La proteina recombinante generada con el sistema pThio-His
lleva un fragmento de tioredoxina por lo cual su deteccion se llevd a cabo mediante
western-blot. Como anticuerpo primario se utilizé un anti tioredoxina comercial
(Invitrogen) y como secundario un anti IgG de ratén conjugado a biotina.

a) SDS-PAGE

En algunos casos las muestras fueron delipidadas, desalinizadas y concentradas por
precipitacion como sigue: El extracto fue mezclado por vortex con 4 volimenes de
metanol, luego con 1 volumen de cloroformo y 3 volumenes de agua ultra pura. Se
centrifug6 a 12.000 X g por 5 minutos a 4°C, se recupero el precipitado y se lavé con
3 volumenes de metanol. Se centrifugé como antes y el precipitado se seco por
centrifugacion con vacio por 10 minutos. El precipitado de proteinas se resuspendio
en buffer muestra® para electroforesis con el sistema de buffer discontinuo en
condiciones denaturantes y reductoras (Laemmli, 1970). Se utilizaron geles del 12%
de acrilamida:bisacrilamida (29,2:0,8). Las condiciones de corrida rutinarias fueron

100V en buffer de electroforesis’. La tincion se realizé con Azul de Coomassie.

® Buffer muestra: 12,5 mM Tris-HCI pH 6.8, 5%BME, 0,5% SDS, 0,025% Azul de Bromofenol y 2,5% Glicerol.
" Buffer de electroforesis: 25 mM Tris base, 192 mM Glicina, 1% SDS, pH 8,3.
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b) Transferencia de Proteinas a membrana y Western-blots

Las proteinas separadas por SDS-PAGE fueron transferidas a membranas de PVDF
o nitrocelulosa, usando el método de electro transferencia himeda de Towbin en
buffer de transferencia® a 20 mA por 16 horas 0 a 200mA por 2 horas (Towbin et al.,
1979). Las membranas de PVDF o de Nitrocelulosa se bloquearon de 1 a 16 horas a
temperatura ambiente con TBST® leche descremada al 5% (TBST-L). Se incubaron
con el anticuerpo primario en dilucién 1:5000, durante 1h a temperatura ambiente.
Los lavados se realizaron en TBST-L, usualmente tres lavados de 10 minutos cada
uno, seguido de un ultimo lavado en TBST también de 10minutos. Luego se incubo
con el anticuerpo secundario acoplado a biotina en dilucién 1:2000, se lavo tres
veces por 10 minutos y se reveld con estreptavidina-fosfatasa alcalina. Para esto, la
membrana se incubd por 30 minutos con el conjugado estreptavidina-fosfatasa
alcalina (Promega) dilucién 1:3000 en TBST, se realizaron tres lavados con TBST por
10 minutos cada uno y la proteina de fusién fue detectada con los sustratos
cromogénicos BCIP (5-Bromo-4-Chloro-3'-Indolyphosphate p-Toluidine Salt) y NBT
(Nitro-Blue Tetrazolium Chloride) en el Buffer de reaccién®. Cuando se utiliz6 el
anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa, tanto el bloqueo como los lavados se
realizaron con TBS-Leche. Como sustrato se utilizd peréxido de hidrégeno y 4-
cloronaftol para la deteccion.

4.1.1.4 Purificacion de la proteina de fusion pThio-PfTERTr

La purificacion a gran escala de la proteina recombinante se hizo a partir un cultivo
inducido de 1L. Las bacterias fueron colectadas por centrifugacién a 10.000 x g por
10 minutos a 4°C. El pellet de bacterias cosechado se pesoé y resuspendié en Buffer
de lisis™ (10mL de buffer/gramo de pellet). Las bacterias se lisaron por sonicacién
durante 3 minutos con pulsos de 15 segundos en un equipo Heat Systems-ultrasonic

modelo W-225. Luego se trato con lisozima a una concentracion final de 1mg/mL por

8 Buffer de transferencia : 25 mM Tris base, 192 mM Glicina, 10% v/v Metanol.
®TBST (TBS-Tween): 20 mM Tris-HCI pH 7,5, 150 mM NacCl y 0,1% v/v Tween 20.
19 Byffer de reaccion: 100 mM Tris-HCI pH 9.0, 150 mM NaCl, 1mM MgCl,.

' Buffer de lisis: 50 mM Tris-HCI pH 7,5, 50 mM NaCl y 5% glicerol.
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20 minutos. Después, se adiciond Triton X-100 a una concentracion final de 0,1%y
luego de 5 minutos se agregaron 200 unidades de ADNsa | y se incubo por 10
minutos mas. Todo el proceso de lisis se realiz6 a 4°C con agitacion suave. El lisado
celular se centrifug6 a 10.000 x g durante 15 minutos a 4°C. El sobrenadante se
recupero y se le adiciono cocktail de inhibidores de proteasas (Sigma P8340: 1mM
AEBSF, 14uM E64, 15uM Pepstatin A, 40uM Bestatin, 20 uM Leupeptin, 0,8uM
Aprotinin).

a) Purificacion parcial por cromatografia de afinidad

Se empleo la resina ProBond Nickel-Chelating (Invitrogen) previamente equilibrada
en buffer de union pH 7,8. El extracto proteico se incubd con la resina por agitacion
durante 2 horas a 4°C manteniendo una relacion de 2 mL de resina por 1mg de
proteina recombinante en el extracto. El extracto no unido se guardo a 4°C y la resina
se empaco en una columna de 10 cm para la elucion por gravedad. Se realizaron 2
lavados con el buffer de unién*? y 10 lavados con buffer de lavado™® hasta tener

lecturas de absorbancia inferiores a 0,01 U a 280 nm.

Las proteinas unidas a la resina se eluyeron con un gradiente de imidazol desde 50
mM hasta 500 mM de imidazol en el buffer de union. Se colectaron fracciones de 1
mL y se realiz6 el seguimiento de la elucién por lecturas de absorbancia a 280 nm.
Algunas fracciones del proceso de unién, lavado y elucién se analizaron por SDS-
PAGE y western blot para establecer las fracciones enriquecidas en la proteina

recombinante y la pureza de esta.

b) Extraccidon de proteinas desde geles de acrilamida

500 pL de fracciones que contenian la proteina de fusion pThio-PfTERT, fueron
separados por electroforesis preparativa en condiciones denaturantes en geles de
16X19 cm. Para visualizar las bandas y la posicion de la proteina recombinante se

corté un extremo del gel y se tifié con azul de Coomassie. La banda de interés se

12 Buffer de Unién: 20 mM Tris pH7.5, 10% glicerol.
13 Buffer de lavado: 20 mM Tris pH7.5, 10%qglicerol, 50 mM Imidazol 50 mM.
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identifico y se escindio del gel. El fragmento de gel se triturd, se adicionaron cuatro
volimenes de agua ultra pura y se permitio la elusién de la proteina por difusiéon
simple por 2 horas (Scheer & Ryan, 2001). Finalmente el eluido se concentrd por
centrifugacion empleando membranas MWCO de 10KDa (Pall life sciences). La

pureza de la proteina recombinante se verifico por SDS-PAGE.

4.1.2. Produccion de un anticuerpo especifico contra P TERTr
La proteina pThio-PfTERT, se utiliz6 como inmundgeno en la produccion de un

anticuerpo policlonal en conejo. Para ello, dos conejos hembra de la raza Nueva
Zelanda se inyectaron por via subcutanea con un primer indculo de 200 pg
preparado en adyuvante completo de Freund. Seguido de cuatro refuerzos cada 21
dias, de 100 ng en adyuvante incompleto de Freund (Catty 1988). Antes de cada
inoculacién se realizaron sangrados de 1mL, con el fin de obtener el suero y seguir la

produccion del anticuerpo.

A partir de la segunda inoculacion se evalué la generacion de anticuerpos contra las
proteinas recombinantes a través de ensayos de western blot. Como antigeno se
utilizé la proteina recombinante purificada o extractos bacterianos que la contenian y
como anticuerpo primario los sueros obtenidos de cada conejo en diferentes
diluciones. Como anticuerpo secundario se utilizé un anti IgG de conejo conjugado a
biotina. Cuando se utilizé6 como antigeno la proteina recombinante PinPoint-PfTERTY

se utilizé6 como anticuerpo secundario un anti IgG de conejo conjugado a peroxidasa.

4.1.3. Deteccion de PfTERT en extractos proteicos
Los anticuerpos generados contra la proteina recombinante PfTERT se utilizaron

para la deteccion de la proteina del parasito en ensayos western blot. Para esto se
colectaron parasitos en los diferentes estadios intraeritrociticos, se obtuvieron

extractos proteicos y se estandarizaron las condiciones del inmuno ensayo.
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4.1.3.1. Cultivo de Plasmodium falciparum.

Parasitos de la cepa FCB2 se cultivaron in vitro utilizando la metodologia descrita
por Trager y Jensen (Trager & Jensen, 1976). El cultivo fue mantenido en sangre
humana tipo O" a un hematocrito del 5% en medio RPMI-1640 suplementado con:
HEPES 25 mM, NaHCO3 32 mM, glutation reducido 1 mg/mL y suero humano
inactivado al 10%. Los parasitos se incubaron a 37°C en atmésfera de CO, 5%, O,
5% y N2 90% hasta obtener parasitemias cercanas al 10%. Los parasitos fueron
sincronizados por tratamiento con sorbitol al 5% a 37°C por 5 min, con lo cual se
lisan las formas maduras del parasito y se mantienen las formas de anillos (Lambros
& Vanderberg, 1979). Cultivos sincronicos en el estadio de anillos, se mantuvieron en

cultivo hasta alcanzar el estadio de trofozoitos y esquizontes.

Cultivos de los diferentes estadios intraeritrociticos se colectaron por centrifugacion a
2500 rpm por 5 min y se liberaron del eritrocito por tratamiento con 9 volimenes de
saponina al 0.15% en buffer HBS'* a 4°C durante 15 minutos. Los parasitos fueron
recuperados por centrifugacion a 14.000 rpm por 15 minutos, se lavaron en tres
ocasiones con buffer HBS para eliminar residuos de membranas de eritrocito y

hemoglobina y finalmente fueron almacenados a -70°C.

4.1.3.2. Obtencion de extractos proteicos

Se parti6 de parasitos en los tres estadios de desarrollo intraeritrocitico. 2-8 x10°
parasitos de cada estadio fueron resuspendidos en 1 mL de Buffer TMG™®,
inhibidores de proteasas (Sigma) e inhibidor de ARNsas (RNAse OUT, Invitrogen) y
lisados por incubacion con NP40 al 0,2% a 4°C por 30 minutos. Los restos celulares
fueron removidos por centrifugacion a 14.000 rpms por 30 minutos a 4°C y el
sobrenadante denominado fraccion citosélica, se alicuot6 y almacené a -70°C
(Bottius et al., 1998).

“ HBS: 20mM Hepes pH 7,4, 160 mM NacCl
* TMG: 10 mM Tris pH 7,5, 1.5 mM MgCl,, 10%Glicerol, 10 mM Beta mercapto etanol 10 mM.
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Para obtener extractos nucleares el pellet obtenido en la centrifugacioén, se
resuspendié en buffer de extraccion (TMG-NaCl 420 mM) y se incubd a 4°C por 30
min en agitacion constante. Los restos celulares fueron removidos por centrifugaciéon
a 14.000 rpms por 30 minutos a 4°C y el sobrenadante denominado fraccion nuclear,
se alicuoto y almaceno a -70°C. La calidad de los extractos se verifico por SDS-PGE

y la concentracion se determiné por el método de Bradford (Bradford, 1976).

4.1.3.3. Inmuno deteccioén

Para la deteccion de PfTERT en extractos proteicos de los diferentes estadios
intraeritrociticos del parasito, se estandarizaron las condiciones adecuadas para el
ensayo de western blot. Entre estas se encuentran: el tipo de buffer de bloqueo, el
titulo 6ptimo de los anticuerpos policlonales, la cantidad de extracto necesaria para la
deteccidn de la proteina en estudio y el sistema de deteccion. A continuacion se
describen las condiciones éptimas encontradas: 80 - 100ug de extracto proteico
fueron separados por SDS-PAGE en geles del 7% y transferidos a membranas de
PVDF (Millipore) por 2h a 200 mA en buffer de transferencia. Las membranas fueron
blogueadas por 2-12h en TBST-L e incubadas por 1 hora con los sueros obtenidos
en dilucién 1:300. Se realizaron tres lavados con TBST-L por 10 min, se incubd por
1h con anti-IgG de conejo acoplado a biotina (Sigma) 1:2000 y nuevamente se
hicieron 3 lavados con TBST-L. La reaccion de inmuno deteccion fue revelada con
sustratos cromogénicos para fosfatasa alcalina acoplada a estreptavidina como se

describié anteriormente.

4.2. OBTENCION DE FRACCIONES ENRIQUECIDAS CON ACTIVIDAD
TELOMERASA

4.2.1 Preparacion de Extractos y Deteccion de la actividad Telomerasa.
Se prepararon extractos a partir de parasitos cultivados in vitro, como se describi6

anteriormente en la seccion 4.1.3.2 y se determindé la presencia de actividad
telomerasa mediante el ensayo TRAP: Telomere Repeat Amplificaron Protocol (Kim
et al., 1994). El TRAP consiste de dos pasos: El primero es la elongacion de un oligo

gue simula el ADN telomérico u oligo TS por accion de la telomerasa presente en el
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extracto proteico, o en este caso en la fraccion a probar. El segundo es una
amplificacion por PCR de los productos de la elongacion, para lo cual se adiciona
Taq Polimerasa y el oligo CX. Finalmente los productos de la reaccion se corren en
geles no denaturantes de acrilamida al 15% en buffer TBE 0,5X y se visualizan con
luz UV luego de tincién con SYBR Green (Molecular Probes) (Rubiano &
Wasserman, 2003). Para detectar actividad en las fracciones de las cromatografias
se utilizé el método radioactivo, para ello se adicioné 3 pCi de [a *? P] dATP a cada

reaccion y la deteccion se llevo a cabo en peliculas de rayos X (Kim et al., 1994).

La reaccion se llevé a cabo en 50 pL de buffer TRAP 1X*°, con 100 ng de oligo PfTS,
0,75 mM de MgCl,y 0,5-1,0 ng del extracto proteico a 37°C por una hora. Luego se
adicion6 100 ng de oligo PfCX 'y 2,5 U de Taq polimerasa para la reaccion de
amplificacion. El ciclo térmico utilizado fue el siguiente. Denaturacién inicial a 94°C
por 2 minutos. Seguida por 40 ciclos de: denaturacién a 94°C por 15 seg, anillaje a
55°C por 30 seg y extension a 72°C por 30 seg. En algunos casos se utiliz6 como
control positivo de la reaccion extracto de células HelLa y los oligos especificos para
detectar la actividad telomerasa en humano HsS y HsCX (Tabla 3). Como control
negativo se adicion6 agua en lugar de extracto o un extracto previamente tratado con
ARNSsa, con este tratamiento se elimina la subunidad ARN y por tanto la enzima no

puede actuar.

SECUENCIA
PITS AATCCGTCGAGCAGAGTTCA
PfCX GGCGCGRAACCCTRAACCCTRAACCC
HsTS AATCCGTCGAGCAGAGTT
HsCX GCGCGGCTTACCCTTACCCTTACCCTTACCC

Tabla 3 Secuencia de oligos utilizados en el ensayo TRAP.

' TRAP 1X: 20mM Tris pH 8,3, 50 MM KCI , 0.1 mg/mL BSA, 0.005% tween, 50 uM dNTPs.
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4.2.2. Fraccionamiento del extracto proteico por combinacion de métodos
cromatograficos
Todas las separaciones cromatogréaficas se llevaron a cabo a 4°C en un sistema de

cromatografia liquida AKTA (Amersham). Los buffers utilizados fueron preparados en
agua ultra pura libre de ARNasas y ADNasas Y filtrados por membrana de 0,22 pm.
Los extractos o fracciones de partida se centrifugaron a 15.000 rpm por 15 minutos
antes de ser inyectados a la respectiva columna.

4.2.2.1. Filtracién en gel. Una columna de Superdex 200 10/30 (Amersham) se
equilibré con buffer TM*’ y se cargé con 1mL de extracto proteico de P. falciparum
(10,0 mg de proteina total) a un flujo de 0,4 mL/min. La elusioén se llevé a cabo en el
mismo buffer y se colectaron 30 fracciones de 1,0 mL cada una. A cada fraccién se le
adiciono glicerol a una concentracion final de 10% v/v y se congel6 inmediatamente a
-70°C. De cada fraccion se tomo una alicuota de 200 uL para los analisis
correspondientes: cuantificacion por el método de Bradford (Bradford 1976), ensayo
TRAP (Telomere repeat amplification protocol) y SDS-PAGE. Este primer paso de
purificacion se realiz6 de manera repetida con el fin de obtener suficiente cantidad
de proteina en las fracciones que presentaron actividad y asi continuar con el

segundo paso de purificacion.

4.2.2.2. Intercambio I6nico. Las fracciones con actividad telomerasa se reunieron e
inyectaron en una columna de heparina sefarosa de 5mL (HiTrap Heparin
Amersham) a un flujo de 1,0 mL/min. La columna se lavé con 30 mL de buffer TM y
se eluy6 con un gradiente lineal de glutamato de potasio de 0,0 a 1,0M. Las
fracciones luego de ser desalinizadas y concentradas a 200uL se probaron en el

ensayo TRAP.

4.2.2.3. Interacciéon Hidrofébica. Las fracciones con actividad telomerasa se
reunieron, ajustaron a 600 mM de glutamato de potasio e inyectaron en una columna

Fenil-Sefarosa de 5mL (HiTrap Phenyl Amersham) a un flujo de 1,0 mL/min. La

7 Buffer TM : 20 mM Tris pH 7.5, 1mM MgCl,.

54



columna se lavo con un gradiente lineal de 0,6 a 0,0 M de glutamato de potasio en
buffer TM y se eluyé con Triton X-100 al 1% en buffer TM. Las fracciones se

guardaron a 4°C y se probaron en el ensayo TRAP.

4.2.3. Extraccion de ARN.
Las fracciones con actividad telomerasa se reunieron y se realizé extraccion fenol-

cloroformo y precipitacion con etanol absoluto en presencia de 0,3M de acetato de
sodio pH 5,2 y glicégeno 50 pg/mL como carrier. EI ARN se recuperé por
centrifugacion a 14.000 rpm por 30 minutos, se resuspendié en 20 uL de agua libre
de ARNsas y se traté con ADNsa | (Ambion) con el fin de eliminar el ADN presente.

Finalmente, se cuantificé por espectrofotometria a 260nm.

4.2.4 Clonacion.
4.2.4.1. Amplificacion de fragmentos candidato por RT-PCR.

Se disefaron 6 oligos teniendo en cuenta que las repeticiones teloméricas de P.
falciparum estan compuestas por secuencias de GGGTTT/CA (Vernick et al., 1988)
y que la region plantilla de los TER reportados hasta el momento contienen 1.5
repetidos, es decir 9 bases complementarias a la secuencia telomérica. La
transcripcion reversa se llevo a cabo en 20 uL de reaccién con el sistema Superscript
Il (Invitrogen) a 42°C por una hora. Para cada reaccion se utilizaron 50 ng de ARN
extraido de las fracciones enriquecidas con la actividad telomerasa, 10 pico moles de
cada uno de los oligos PfTEL (Tabla 4) y 100 unidades de enzima. Para cada
reaccion de PCR se utilizé como iniciador sentido una mezcla de oligos aleatorios y
como antisentido el mismo iniciador con que se hizo la transcripcion reversa, como
plantilla se tomaron 2uL de cada cADN. El ciclo térmico fue el siguiente:
Denaturacion inicial de 5 minutos a 94°C, 35 ciclos de denaturacién a 94°C por 30
segundos. Anillaje: Se probaron 5 temperaturas diferentes 37, 40, 43,46 o 50°C por 1
minuto. Extension a 72°C por un minuto y una extension final a 72°C por 5 minutos.
Los productos de la amplificacién se separaron por electroforesis en gel de agarosa

al 1% y se visualizaron con luz UV luego de ser tefiidos con Bromuro de etidio.
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OLIGO SECUENCIA

ADN Telomérico GGG TTY*AGG G
ARN Telomérico Plantilla hipotética | CCC AAK** UCC C
PfTEL1 GGG TTY AGG G
PfTEL2 GGTTYAGGG T
PfTEL3 GTT YAGGGTT
PfTEL4 TTY AGG GTTY
PfTELS TYAGGGTTYT

*Y=ToC »*K=AoG

Tabla 4. Secuencia de oligos utilizados para la amplificacion de fragmentos candidatos para
PfTER

4.2.4.2. Clonacion de Productos de RT-PCR

Los fragmentos obtenidos por RT PCR se clonaron en el vector pCR 2.1 (Invitrogen),
segun protocolo descrito en la seccién 4.1.1.1 La presencia del inserto en las
posibles colonias recombinantes se confirmé por PCR utilizando iniciadores
especificos del vector y como plantilla un lisado bacteriano. Una vez se confirmaron
los clones, se selecciond uno para cada fragmento, se extrajo ADN plasmidico y se
envio a secuenciar. Para el andlisis de las secuencias obtenidas se utilizo la
herramienta de bioinformatica BLAST (Basic Local Alignment Search Tool),

disponible en www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/.

4.3. Caracterizacion de la subunidad ARN o PfTER
Una vez conocida la secuencia de la subunidad ARN, procedimos a su

caracterizacion, teniendo en cuenta algunos de los datos reportados para otros TER,
como son la interaccién con proteinas y la presencia de un cap 5’ trimetilado (Seto et
al., 1999; Collins, 2006). La interaccion con proteinas como diskerina y proteinas Sm
se determino por inmunoprecipitacion a partir de extractos proteicos y la presencia
del cap trimetilado se determind por inmunoprecipitacion a partir de ARN total. En
todos los casos la presencia de PfTER en los inmuno precipitados se evalu6 por RT-
PCR.

56


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/

4.3.1 Inmunoprecipitacion
250 pl de extracto total pre aclarado con 50 pl perlas de Proteina A Sefarosa fue

incubado por 2 horas a 4°C con 5 uL de anti-Sm, anticuerpo monoclonal Y12
(Calbiochem) o 5 ul de anti diskerina (Anticuerpo donado por el Dr Michel Terns de
la Escuela de Medicina de Stanford). Después de la incubacion, 50 uL de una
suspension al 50% de proteina A sefarosa fue adicionada y se permitio la interaccion

por dos horas mas a 4°C.

Posteriormente, las perlas de proteina A fueron recuperadas por centrifugacion y
lavadas 5 veces con 1 mL de buffer TNE*®. Para eliminar las proteinas del complejo
se adicion6 300 pL de buffer TNE, 20 pg de glicogeno, 30 uL de SDS al 10% y 300
uL de fenol-cloroformo. Se incub6 a 37°C por 15 min y el ARN se recupero de la fase
acuosa por precipitacion etandlica. EI ARN obtenido se resuspendié en 10uL de agua

libre de ARNSsas, la ausencia de ADN se verificd por PCR.

Para la deteccion del cap trimetilado se realizé una inmunoprecipitacién con un anti
N?,N?,7-trimetilguanosina o anti TMG (Ab K12 Calbiochem). 50 pg de ARN total se
incubaron con 5 pL de anticuerpo monoclonal K12 en buffer TNE. La

inmunoprecipitacion se llevo a cabo como se describié previamente.

4.3.2. RT-PCR
La trascripcion reversa del ARN extraido del inmuno precipitado se efectud en 23 puL

de buffer de transcripcién 1X*° a partir de 0,5 pL de ARN, 0,5 mM de oligo
antisentido, 0,5 mM de dNTPs y una unidad de la enzima M-MLV (Promega) a 42°C
por una hora. Para la reaccién de PCR de adicioné 0,5 mM de oligo sentido y 2,5
unidades de Taq Polimerasa. Los productos obtenidos se separaron por
electroforesis en gel agarosa al 1,5% y se visualizaron con luz UV luego de ser

tefiidos con bromuro de etidio. Como control de especificidad y calidad del proceso

8 TNE : 50 mM Tris pH 7,4, 150 mM NaCl, 0,05% NP-40.
19 Buffer Transcripcion Reversa 1X: 50 mM Tris pH 8,3, 50 mM KCI, 3 mM MgCl. .
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de extraccion del ARN, el ARN fue probado con oligos que amplifican el ARN

mensajero de la sub unidad catalitica de la telomerasa (PfTERT), como control

negativo. Y como control positivo, se utilizaron los oligos que amplifican los ARNs del

empalmosoma de P. falciparum o UsnARNSs (Tabla 5)

Tamanfo
Oligos (pb)
Sentido Antisentido

PfTER | TATACAAGGATGTAGTTCTA TAATTCAGGTACTTATGAGC 254
pful ACTTACCTGGCTGGCGTTTGGG | GGCATAATCATTAGATGAATTATGC 160
pfu2 CCCTTCTCGGCCTCTTGGCTAAG | GGTGCACTGTACAAACCTTTAGTGC 192
pfu4 CTTTGCGGGAGGGGCAGTATCG | AGAAAGGCTACAAAAATTGCTCT 126
pfus ACTTACTACATAACGAATCAATC | TAGGCGCGACAAAAATTCGTGGT 97
pfu6 GCTCTCTTCGGAGATGCCGTTTG | ATTACATTCCTTCTCGAACGTCA 102

Tabla 5. Secuencia de oligos utilizados para la deteccion de PfTER y Pf UsnARNs

4.4. Bloqueo de PfTER y PfTERT por ARN interferente (ARNiI)
4.4.1 Transcripcién in vitro y generacion de dsARNs
Se utilizaron los vectores recombinantes pGemT-PfTERT, pGemT-PfTER y pGemT-

GFP como plantilla para la amplificacion de fragmentos de ADN que contienen el

inserto de interés flanqueado por los promotores SP6y T7. La reaccién de PCR se
realiz6 como describié previamente, con 50ng de plasmido como plantillay 0,5 mM

de oligo universales (Univ y RP25). El amplicon se purificé con el kit Wizard PCR

preps (Promega) y se cuantificd por espectrofotometria.

La reaccion de transcripcion se hizo en 50 pL con 5 pg de producto de PCR en buffer
de transcripcién 1X*° , 500uM de rNTPs, 5 U RNAseOUT (Invitrogen) y 10 Unidades
de SP6 ARN polimerasa o 2 unidades de T7 ARN polimerasa a 37°C por dos horas.

0 Buffer de Transcripciéon: 40 mM Tris-HCI pH 7,9, 6 mM MgCl, 10 mM Ditiotreitol, 2 mM espermidina.
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El ADN plantilla se elimin6 por tratamiento con ADNasa | por 30 min a 37°C, previa

verificacion de la transcripcion por electroforesis en agarosa al 1%.

El ARN de doble cadena fue preparado mezclando cantidades iguales de ARN T7 y
SP6 seguido de denaturacion a 75°C por 15 min y renaturacion por enfriamiento lento
por 16 horas. El dsARN se purifico por extraccion fenol cloroformo y precipitacion
etandlica, se cuantificd por espectrofotometria y evaluo por electroforesis en agarosa
al 1%.

4.4.2 Efecto sobre el cultivo celular
5 mL de un cultivo sincrénico en el estadio de anillos, hematocrito 4% y 1% de

parasitemia fue centrifugado, resuspendido en medio libre de suero y dispensado en
alicuotas de 200 pL en tubos eppendorf. Cada cultivo se incub6 con 200 pug/mL de un
dsARN a 37°C por 30 minutos con agitacion esporadica. Finalizado el tratamiento se
adicion6 suero humano a una concentracion final de 10% y se regresé a condiciones
normales de cultivo por 48 horas en placas de 96 pozos (Malhotra et al., 2002). El
efecto se determind por evaluacion microscépica de extendidos teflidos con Giemsa.
Cuando se evalu6 los niveles de mensajero por RT- PCR el tratamiento se hizo con

cultivos de 5 mL.

4.5 INHIBICION DE LA ACTIVIDAD TELOMERASA
Para determinar si el complejo telomerasa constituye un blanco potencial contra el

parasito se intentaron varias estrategias para disminuir su actividad. Se utilizaron

inhibidores comerciales y oligos antisentido para bloquear la actividad enzimatica.

Se seleccionaron dos inhibidores por su disponibilidad comercial TMPyP4 y MST 312
(Calbiochem). El Telomestatin fue donado por la doctora Kazuo Shin-ya del Instituto
de Biociencias de la Universidad de Tokio y los oligos antisentido fueron sintetizados
por MWG.
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4.5.1 Efecto sobre el ensayo de actividad (TRAP).
Para determinar el efecto de dsARNSs y de inhibidores de la actividad telomerasa fue

necesario estandarizar un ensayo cuantitativo el cual se denominé TRAP
fluorogénico. En el mercado existen varios kits para cuantificar la actividad
telomerasa humana, pero no son aplicables para la actividad telomerasa de
Plasmodium, eso nos llevo a implementar un método especifico para nuestro modelo,
basado en el kit comercial TRAPeze (Chemicon International). Este kit utiliza en la
reaccion de PCR un iniciador denominado Amplifluor® el cual consiste de una
secuencia 3' complementaria a la secuencia blanco y en el extremo 5' una estructura
en hairpin u horquilla con un fluoréforo y un quencher en sus extremos (Uehara et al.,
1999). El fluoroféro (FAM) y el quencher (DABSYL?Y) estan cerca uno del otro cuando
la orquilla esta intacta, pero cuando el oligo CX es extendido por la polimerasa, la
orquilla se despliega y la distancia entre ellos aumenta, por lo cual se genera una
sefal fluorescente. Esta sefial fluorescente puede ser medida una vez finalizada la
amplificacion como fluorescencia total pero en nuestro caso la sefial fue detectada
durante cada ciclo de amplificacion en el equipo para PCR en tiempo real

“Light Cycler System” (Roche) o “Chromo 4” (Bio Rad). A partir del valor de Ct (cycle
threshold) determinado por el equipo para cada estandar se construyé una curva de
calibracion que nos permitio calcular la cantidad de plantilla inicial en la reaccién de
PCR. Como estandares se utilizaron diluciones seriadas del oligo TSRS, el cual
simula el oligo TS luego de ser extendido por la telomerasa.

Las condiciones del ensayo TRAP se modificaron para lograr la extension por
telomerasa y luego la amplificacion con el oligo fluorescente. En la tabla 6 se
describen las condiciones con las que se logroé la deteccion comparadas con las

utilizadas en el TRAP convencional.

* DABSYL: 4-(dimethylamine)azo benzene sulfonic acid
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TRAP convencional

TRAP fluorogénico

Buffer TRAP™ 1X 1X
MgCl, 0,75 mM 1,0 mM
Oligo Ts 100 ng 20 ng
AATCCGTCGAGCAGAGTTCA AATCCGTCGAGCAGAGTTCA
Oligo TSR8 AATCCGTCGAGCAGAGTTCA (GGGTTYA)7. AATCCGTCGAGCAGAGTTCA (GGGTTYA)7.
Oligo CX 100 ng 20 ng
GGCGCG (TRAACCC), APMCGCAATGTATGCGT™BGGCTT(TRAACCC),
Extracto 500-2000 ng 250-500ng
Volumen final 50 uL 20 uL

Ciclo Térmico

Extension : 37°C - 60 min
Denaturacion: 94°C - 3 min
Amplificacion: 40 ciclos
94°C-15 seg/55°C-30seg/72°C-30 seg

Extension : 37°C - 30 min
Denaturacion: 94°C - 3 min
Amplificacion: 40 ciclos
94°C-15 seg/66°C-30seg/72°C-30 seg

Deteccién

Gel o pelicula de rayos X

Fluorescente.

Tabla 6. Condiciones del ensayo de actividad telomerasa. TSR8 oligo utilizado como plantilla en la

construccion de la curva de calibracion.

Para determinar el efecto de inhibidores comerciales sobre la actividad telomerasa de

P.falciparum fue necesario eliminar los compuestos antes de la reaccién de PCR. El

ensayo de actividad se llevo a cabo en tres pasos:

-Extension a 37°C en presencia de 100ng de oligo TS, 1 ug de extracto proteico y

concentraciones crecientes de cada inhibidor segun se describe en la tabla 7.

-Extraccion y precipitacion: A cada reaccion de 50 pL se adicionaron 20ug de

glicogeno, 25 pL de acetato de amonio 7.5M y 300 pL de etanol absoluto. Los

fragmentos de ADN se recuperaron por centrifugacion a 15.000 rpms por 15 min y se

lavaron con 300 uL de etanol al 80%. El precipitado se dejo secar a temperatura

ambiente, resuspendié en 10 uL de agua y se utilizé6 como plantilla en la reaccién de

PCR. La amplificacion se llevd a cabo en las condiciones del TRAP fluorogénico

descritas anteriormente.
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INHIBIDOR CONCENTRACION FINAL EN LA REACCION

MST312 50, 100, 250, 500, 750, 1000 uM

TMPyP4 2,5, 5,10, 20, 50, 100 uM

Telomestatin 5, 10, 20, 50, 100 uM

Antisentido 1 0,5,1,0,15, 2,0, 2,5, 5,0 uM GTCATCAGGGUUCAGGG
Antisentido 2 0,5,1,0,15, 2,0, 2,5, 5,0 uM GTCATCAGUUCAGGGUUCA

Tabla 7. Concentraciones de Inhibidor utilizadas en los ensayos Actividad.

4.5.2 Efecto sobre el extremo protuberante 3’
Para detectar el extremo protuberante 3’ se realizo una hibridacion en solucion. 2 pg

de ADN genémico fueron incubados en buffer de hibridacién® con 10 pmoles de
oligo Tel C* biotinilado a 55° C por 16 horas. Las muestras fueron separadas en
geles de agarosa del 0,8% en TBE 0,5X y visualizadas con luz UV luego de tincion
con bromuro de etidio. El gel fue transferido a membrana de nylon y la deteccion se
llevé a cabo por quimioluminiscencia con el Kit LightShift™ Chemiluminescent EMSA
(Pierce). Para determinar el efecto de TMPyP4 y telomestatin se adicionaron
concentraciones crecientes del inhibidor a la mezcla de reaccién (Gomez et al.,
2004).

4.6 EFECTO DE INHIBIDORES DE TELOMERASA EN PARASITOS CULTIVADOS
in vitro.

Parésitos de la cepa FCB-2 en el estadio de anillos fueron sincronizados con sorbitol
al 5%. Los parasitos fueron regresados a cultivo en placas de 96 pozos, a un
hematocrito del 4%, parasitemia del 0,8% y volumen final de 200 pL. Los parésitos se

incubaron en condiciones normales de cultivo en presencia de concentraciones

22 guffer de Hibridacion: 20 mM Tris pH 8.0, 0,5 mM EDTA, 50 mM NaCl, 10 mM MgCl,.
B TEL C: 5 -TKAACCCTKAACCCTKAACCCTKAACCC-3'  K: AIG
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crecientes de cada inhibidor por 72 horas (tiempo correspondiente a 1,5 ciclos de
replicacion). Finalizadas las 72 horas se determind la parasitemia por evaluacion

microscopica de extendidos tefiidos con Giemsa.

INHIBIDOR CONCENTRACION FINAL EN EL CULTIVO (uM)
Telomestatin 0,5, 1,0, 5,0, 10, 20, 50, 100 uM
TMPyP4 5, 10, 20, 50, 100 uM

Tabla 8. Concentraciones de Inhibidor utilizadas en el cultivo.



5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 DETECCION DE LA SUBUNIDAD CATALITICA DEL COMPLEJO
TELOMERASA (PfTERT)
Para la deteccidn de la proteina PfTERT por métodos inmunoldgicos fue necesario

generar un anticuerpo especifico contra ella, para lo cual se produjo una proteina

recombinante que sirvidé para inmunizar conejos y obtener un suero policlonal.

5.1.1. Produccion de una proteina recombinante (PfTERTr) en Escherichia coli.
5.1.1.1. Amplificacién y clonacién de fragmentos de PCR en el vector pGEMT

La secuencia codificante de la sub unidad catalitica de la telomerasa de Plasmodium
falciparum, aparece reportada en la base de datos plasmodb.org bajo el nimero de
identificacion PF_0080. Esta secuencia es de 7557 Pb y al parecer no presenta
intrones. En esta secuencia se identificaron los motivos caracteristicos de las
telomerasas como son la caja T, tipica de telomerasas y la caja BCD, tipica de
transcriptasas reversas. La caja T comprende la region desde el nucleétido 2152 al
3345 y la caja BCD cubre la regién de 4305 a 6090 pb (1435-2030 aa). La region
comprendida entre estos dos motivos es de 960 pb. Para nuestro estudio, se disefio
una pareja de oligos para amplificar la caja T, dos para amplificar la caja BCD
denominados BCD4 y BCD5 y una para amplificar el fragmento ubicado en medio de
estos dos motivos denominado fragmento 3026 (Anexo 1). Los oligos sentido llevan
la secuencia de reconocimiento para la enzima Hindlll y los antisentido la secuencia
de reconocimiento para BamHI, con el fin de subclonarlos en direcciéon 5’ a 3’ en el

vector de expresion.

La amplificacion de los fragmentos se realiz6 a partir de 100 ng ADN gendémico de la
cepa FCB-2 y 1.0 mM de cada iniciador, el tamafio de los productos amplificados fue
verificado por electroforesis en gel de agarosa al 1% (Figura 16). Los cuatro
fragmentos obtenidos presentaron el tamafio esperado (1193, 1133,1110 y 980 pb),
por tanto fueron purificados y clonados en el vector pGEMT easy (Promega). Una vez

confirmada la presencia del inserto de interés por PCR se seleccionaron dos clones
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por fragmento, para extraccion de ADN plasmidico (Figura 17). Los clones fueron

denominados: pGemT-CajaT, pGemT-3026, pGemT-BCD4 y pGemT-BCD5.

a
Gen Pf Tert
CajaT Fr 3026 Caja BCD
2318-3511 3192-4325 4326-5433 5417-6397
b i ; . c e
M1 2 3 4 &5, M 1 2.3 4.5 604
as
.ﬂ 6000 pb —pem
p -
1000 pb_| | ce® e
= 2200 pb 4
500 _|.o== -

Figura 16: Clonacion en pGEMT de cuatro fragmentos del gel PfTert.

a Representacion esquematica del gen PfTert. Se destacan los fragmentos seleccionados
para ser amplificados por PCR.

b Productos de PCR separados en gel de agarosa al 1%. Carril 1: CajaT. Carril 2: Fr
3026. Carril 3: BCD4. Carril 4: BCD5. Carril 5: Control Negativo.

¢ Plasmidos Recombinantes separados en gel de agarosa al 0.8%. Carriles 1, 2: pPGEMT-

CajaT. Carriles 3,4: pGEMT- BCD4 Carriles 5,6: pGEMT- BCD5.Carril 7: pGEMT
comercial.



5.1.1.2. Subclonacién de fragmentos de PCR en vectores de expresion

Los fragmentos clonados en pGEMT fueron liberados por restriccion con las enzimas
Hindlll y BamHI, insertados en el vector Pin Point Xa de Promega, previamente
digerido con las mismas enzimas e introducidos en bacterias E. coli cepa JM109 por
electroporacion. De esta manera los fragmentos clonados al ser expresados en la
bacteria darian origen a fragmentos de PfTERT biotinilados in vivo, que podrian ser
detectados facilmente con un conjugado de estreptavidina-fosfatasa alcalina (Anexo
2).

Los clones positivos, confirmados por PCR y digestion enzimatica, se denominaron,
PinPoint CajaT, PinPoint 3026, PinPoint BCD4 y PinPoint BCD5. Cada clon debia
producir una proteina biotinilada de 63, 62, 62 y 56KDa respectivamente, sin
embargo la deteccién de la proteina de interés sobre membranas de PVDF con un
conjugado de estreptavidina-fosfatasa alcalina mostré que solamente los clones

PinPoint-BCD4 producian la proteina de fusion (Figura 17).

1 2 3 4 5 6 7 8 9

Figura 17: Expresion de los fragmentos clonados en el vector PinPoint. Extractos
proteicos de bacterias incubadas con IPTG 0,5 mM por 0 y 6 horas fueron corridos en gel
denaturante de acrilamida y transferidos a membrana de PVDF. La deteccién de las proteinas
biotiniladas se realizé por incubacién con estrepatvidina fosfatasa alcalina y revelado con
NBT-BCIP. Carriles 1 y 2: Clon PinPoint CajaT. Carriles 3 y 4: Clon PinPoint 3026. Carriles 5
y 6: Clon Pin Point BCD5. Carriles 7 y 8: Clon PinPoint BCD4. Carril 9: Control Positivo: Clon
Pin Point 43. Este clon expresa una proteina de fusién de 43 KDa. Es un control de induccién
y deteccién provisto por el fabricante. Carriles 1,3,5 y 7: 0 horas de induccion.

Al analizar la secuencia de cada clon se confirmé que los clones PinPoint CajaT,
3026 y BCD5 presentan multiples sitios de parada y por tanto la traduccién a proteina
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no se podia completar. Solo los clones PinPoint BCD4 presentaron la secuencia
esperada y por tanto pueden ser traducidos a proteina. El alto contenido de adeninas
y timinas (82%) en el genoma de P. falciparum, el inusual uso del codon y la
presencia de repetidos de asparagina y lisina hace dificil la expresion de proteinas
en un sistema heterologo, por tanto no es extrafio que de cuatro fragmentos solo se
haya podido expresar uno. Los fragmentos 3026 y BCD5 particularmente, presentan

segmentos muy ricos en lisina y asparagina (Anexo 1).

Cabe notar aqui, que nuestro interés inicial era producir cuatro proteinas
recombinantes para generar anticuerpos dirigidos contra los motivos especificos de
telomerasa y transcriptasa reversa, pero como soélo tuvimos la expresion exitosa de
uno de los fragmentos, decidimos seguir trabajando con el fragmento BCD4, pues
contenia parte del motivo transcriptasa reversa de la telomerasa de P.falciparum. La
proteina recombinante producida se denominé PinPoint-PfTERT, con esta proteina

se produjo un primer anticuerpo, pero no fue posible la deteccién de PfTERT.

Para producir una nueva proteina recombinante, se escogio6 el sistema de expresion
“His-Patch ThioFusion” (Invitrogen) (Anexo 3). Este sistema produce la proteina de
interés fusionada a una tioredoxina modificada, lo cual permite su reconocimiento y
purificacién. A partir del ADN plasmidico del clon pGemT-BCD4?* se obtuvo un
fragmento de ADN de 638 pb por clivaje con las enzimas de restriccion Bgll y Pstl. El
fragmento purificado se subclon6 en el plasmido pThio His y finalmente se introdujo
en bacterias E. coli cepa Top10 por electroporacion. El seguimiento de las bacterias
que recibieron el plasmido recombinante fue hecho por PCR (Figura 18a). Todas las
colonias probadas por PCR presentaron el inserto de interés, de éstas tres, se
seleccionaron para extraccion de ADN plasmidico, liberacion del inserto y

confirmacion de la clonacion en el sistema His-Patch ThioFusion (Figura 18b y c). De

% Este clon contiene un inserto de 1110 pb, va desde el nucleétido 4326-5436 del gen PfTert.
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esta forma se confirmo la clonacién del fragmento que cubre la region 4798 a 5436
del gen PfTert.

1F 28 138 (AR 358 6 87 8N O

]
1—»1000 pb

(11 I | S

4000 pb —| . ..'.a

1000 pb —»

..

Figura 18. Subclonacion en pThioHis.

a. Rastreo de clones pThio-PfTert por PCR.La reaccién de amplificacién se llevé a cabo
en buffer de trabajo 1X, con 10 pmoles de oligos pThio sentido y pThio antisentido. Como
ADN plantilla se adicioné 10 uL de lisado bacteriano. Carriles 1 a 6: Colonias 21 a 26. Carril
7: Control Negativo (Reaccion de PCR sin ADN plantilla). Carril 8: Control Positivo:
(Reaccion de PCR con ADN de Plasmodium falciparum e iniciadores especificos para el
fragmento BCD4. Carril 9: Marcador de tamafio.

b. Extraccién de ADN Plasmidico. Carril 1: Marcador de tamafio. Carriles 2-4: ADN
extraido de las colonias 21, 22 y 23 respectivamente. Carril 5: Plasmido pThio His
comercial.

c. Liberacién del inserto. EI ADN plasmidico se digirié por dos horas a 37°C con las
enzimas de restriccion Bgl Il y Pst I. Carril 1: Marcador de Tamafio. Carril 2: Digestion del
Plasmido pThio His comercial. Carriles 3 y 4: Digestién del ADN plasmidico de las colonias
22y 23.



5.1.1.3 Induccién y deteccién de las proteinas de fusion

Para determinar si los clones expresan la proteina recombinante, se siguio el
protocolo recomendado por el fabricante. La deteccion de la proteina de interés se
llevé a cabo mediante western-blot, utilizando como anticuerpo primario un anti
tioredoxina monoclonal comercial y como secundario un anti IgG de raton conjugado
a biotina (Figura 19). Con este ensayo se obtuvieron los resultados esperados: Una
banda de 17 KDa aproximadamente, correspondiente a la tioredoxina producida en
bacterias transformadas con el pldsmido comercial pThioHis (carril 1). Una banda de
38 KDa, en extractos de bacterias transformadas con el plasmido recombinante
pThio-BCD4. 17 KDa corresponden a la tioredoxina y 21 KDa al fragmento de
telomerasa (carriles 2, 3 y 4). Las bacterias sin transformar no presentaron ninguna
de las dos bandas (carril 5). Los clones que expresan la proteina de interés fueron
denominados pThio-PfTERT.

—>» 38 KDa Proteina de
Fusién Tioredoxina—

—>»22 KDa

Tioredoxina 17 KDa —»

Figura 19. Deteccién de la proteina recombinante Tioredoxina-PfTERT por Western-Blot.
Los extractos bacterianos fueron corridos en gel denaturante de acrilamida y transferidos a
membrana de nitrocelulosa. Anticuerpo primario: Anti tioredoxina 1:5000. Anticuerpo
secundario: Anti raton biotinilado 1:2000. Carril 1: Control Positivo: Células Top 10
trasformadas con el plasmido comercial. Carriles 2 a 4: Células Top 10 trasformadas con el
plasmido recombinante pThio-PfTERT, clones 21, 22 y 23. Carril 5: Células Top 10 sin
transformar.
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El clon pThio-PfTERT 22, fue seleccionado para ser secuenciado y verificar que el
fragmento insertado est4 en marco correcto de lectura y por tanto la proteina
producida corresponde a un fragmento de PfTERT (Figura 20). Para la comparacion
de la secuencia se utilizo la herramienta de bioinformatica BLAST (Basic Local

Alignment Search Tool), disponible en www.plasmodb.org/BLAST/. Los resultados de

la comparacién muestran que la secuencia clonada es 99% idéntica al fragmento de
PfTERT que va desde el aminoacido 1607 a 1811. Se detectaron 3 sustituciones
hacia el extremo 5’, lo que origind un cambio en tres aminoacidos, como no se afectd
el marco de lectura consideramos que podiamos continuar con la produccién a gran
escala. El clon 22 se utilizé para producir la proteina a gran escala y proceder a su
purificacion.

a
Score = 1115 bits (580), Expect = 0.0 Identities = 609/612 (99%), Gaps = 2/612 (0%)

Query 1 TTTTAGATTATATAATAAAAATTTAAATAATTCCTTTTTATCCTATTACCCAGTTAATGT 60
Sbjct 4658 TTTTAGATTATATAATAAAAATTTAAATAATTCCTTTTTATCCTATTACCCAGTTAATGT 4717

Query 61 AAAATCTTTTGGTTTACATTATATAAGAAACTTACGAGAGCTTATAATAAAGTCACATCT 120
Sbjct 4718 AAAATCTTTTGGTTTACATTATATAAGAAACTTACGAGAGCTTATAATAAAGTCACATCT 4777

Query 121 GAATGATAATCATCACTTTTTATTAAATCAAATGTTTAAAACCAAATCAAAATCGGATTT 180
Sbjct 4778 GAATGATAATCATCACTTTTTATTAAATCAAATGTTTAAAACCAAATCAAAATCGGATTT 4837

Query 181 ATACATTTTTGCCGATTCATATAAAAGTCTGCAAGTGGACAAAAGGGATATTTTCATGAC 240
Sbjct 4838 ATACATTTTTGCCGATTCATATAAAAGTCTGCAAGTGGACAAAAGGGATATTTTCATGAC 4897

Query 241 TATAATAACTGTTATTAGATATTACTACCTCAATATATATTTTAGTATAAAAGAATTTAA 300
Sbjct 4898 TATAATAACTGTTATTAGATATTACTACCTCAATATATATTTTAGTATAAAAGAATTTAA 4957

Query 301 ACTTAATAGGAAAAATATTTTCTATTTTCAAATATTTCAGGAAAATCAAATGAAGGGTGT 360
Sbjct 4958 ACTTAATAGGAAAAATATTTTCTATTTTCAAATATTTCAGGAAAATCAAATGAAGGGTGT 5017

Query 361 TTATTTGAGTGTCCGTGATAAGAAAAGGGTTGAAAATATTAAAAAATGGTATTTAAACAG 420
Sbjct 5018 TTATTTGAGTGTCCGTGATAAGAAAAGGGTTGAAAATATTAAAAAATGGTATTTAAACAG 5077

Query 421 CATGAAAAAAATAAATCACGACGAAATACTAGAAAGTTTAAAAAATTCATCCATAAATAT 480
Sbjct 5078 CATGAAAAAAATAAATCACGACGAAATACTAGAAAGTTTAAAAAATTCATCCATAAATAT 5137

Query 481 AACATAATAAAAACTTTATGATATGTACCAATCATGAGCAAGATACAGAAGAAAANGGAA 540
Sbjct 5138 ATAATAAAAACTTTATGATATGTACCAATCATGAGCAAGATACAGAAGAAARAGGAA 5196

Query 541 ATACACAAAATAAGGAGAAGCATGATATTTEATATTGGACCAATATATAATAATTCGTTC 600
Sbjct 5197 ATACACAAAATAAGGAGAAGCATGATATTTEATATTGGACCAATATATAATAATTCGTTC 5255

Query 601 GACAGTACAACA 612
Sbjct 5256 GACAGTACAACA 5267
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b

>psu|PF13 0080 | organism=Plasmodium falciparum 3D7 | product=conserved Plasmodium
protein, unknown function | location=P£3D7 13:611534-619090(+) | length=2518
Query: 1 RSFRLYNKNLNNSFLSYYPVNVKSFGLHYIRNLRELIIKSHLNDNHHFLLNQMEFKTKSKS 180

Sbjct: 1607 RSFRLYNKNLNNSFLSYYPVNVKSFGLHYIRNLRELIIKSHLNDNHHFLLNQMFKTKSKS 1666

Query: 181 DLYIFADSYKSLQVDKRDIFMTIITVIRYYYLNIYFSIKEFKLNRKNIFYFQIFQENQMK 360

Sbjct: 1667 DLYIFADSYKSLQVDKRDIFMTIITVIRYYYLNIYFSIKEFKLNRKNIFYFQIFQENQMK 1726
Query: 361 GVYLSVRDKKRVENIKKWYLNSMKKINHDEILESLKNSSINISHNKNFMICTNHEQDTEE 540

Sbjct: 1727 GVYLSVRDKKRVENIKKWYLNSMKKINHDEILESLKNSSINIENNKNEFMICTNHEQDTEE 1786
Query: 541 RGNTQONKEKHDIEHIGPIYNNSEDSTT 617

Sbjct: 1787 KGNTQONKEKHDIE¥IGPIYNNSEDSTT 1811

Figura 20: Andlisis de secuencia del clon pThio-PfTERT 22.

a. Comparacion de la secuencia de nucleétidos contra la secuencia del gen PfTert mediante
BLAST N b. Comparacion de la secuencia de aminoacidos con la proteina PfTERT mediante
BLAST X.

5.1.1.4 Purificacion de la proteina de fusion pThio-PfTERT

Purificacion parcial por cromatografia de afinidad

Para la purificacion de la proteina recombinante, inicialmente se intenté una
cromatografia de afinidad en resinas de Niquel, dado que la proteina se produce
fusionada a una tioredoxina modificada, de tal manera que al adquirir su
conformacién nativa crea un “patch” de histidinas lo cual le permite ser capturada por
tipo de resinas (His-Patch ThioFusion™ Expression System Protocol). Aunque se
intentaron varias estrategias para lograr la extraccion de la proteina recombinante en
forma nativa, no tuvimos éxito. La mayor parte de la proteina queda en la fraccién
insoluble (Figura 21 Carril 2 Vs Carril 3). De todos modos se intent6 la purificacion
por afinidad con la resina Probond con la proteina en la fraccion soluble, sin embargo
la proteina no es retenida de manera eficiente por la resina como se observa en la
figura 22. La proteina fue detectada principalmente en la fraccion no enlazada a la
resina (NE) y de manera muy tenue en los eluidos E6 y E7, ademas en estos eluidos
la proteina de interés no es la mayoritaria. Es posible que la proteina de fusion no
adquiera la conformacién adecuada para formar el “patch” de histidinas y por tanto su

union a la resina sea muy pobre.
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M 1 2 3
66 KDa
36 KDa
20 KDa

Figura 21: Extracto de bacterias recombinantes pThio-PfTERT. Se prepard un extracto
proteico a partir de bacterias que expresan la proteina de interés a: Tincidon con Azul de
Coomasie. b: Western-Blot con anti Tioredoxina. Carril 1: Bacterias completas disueltas en
buffer de carga 1X. Carril 2: Extracto citosdlico. Carril 3: Fraccion insoluble.

a b
Lavados Eluidos
1 3 5 7 91113 15 20 12 3 4567809

66 KDa

36 KDa

20 KDa

C
I EN L1L15 E5 E6 E7 ESE9

66 KDa

Figura 22: Purificacion de pThio-PfTERT por
cromatografia de afinidad.

ay b tinciéon de Coomasie luego de separacién por
SDS-PAGE. c Western Blot. I: Extracto inicial. EN:
Extracto no unido. L: Lavado. E: Eluido. La fraccién
correspondiente se indica en la parte superior del
gel.

36 KDa

20 KDa
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Extraccion de proteinas desde geles de acrilamida

Ya que la cromatografia de afinidad no fue eficiente, fue necesario extraer la proteina
de interés desde geles de acrilamida (Scheer & Ryan, 2001). Para ello extractos
proteicos que la contenian, se corrieron en geles denaturantes de acrilamida, la
banda de interés se identificd y se escindié del gel. El fragmento de gel se triturd y se
permitié la elusion de la proteina por difusién simple en agua ultra pura. Este método,
aunque es sencillo, es dispendioso, pues requirio la corrida de multiples geles para
alcanzar la cantidad de proteina necesaria para la inmunizacién (1 mg por conejo).
Una vez tuvimos varios eluidos los reunimos y concentramos por precipitacion
etandlica. Este método nos permitié tener la proteina de interés en cantidad
suficiente para iniciar la produccién del anticuerpo correspondiente, pero no nos
permitié obtener la proteina pura, hay bandas de tamafio muy cercano que no
pudieron ser eliminadas. La presencia de la proteina pThio-PfTERT en los eluidos, se

confirmo por western blot con el anticuerpo comercial (Figura 23).

’
45 KDa — g
— — - g — “t s #PThio-PFTERT
36 KDa —#** (38 KDa)
29 KDa —p

Figura 23. Deteccion de la proteina recombinante Tioredoxina-PfTERT en
eluidos. a Tincion con Azul de coomasie . b Western Blot con anti Tioredoxina.
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5.1.2. Produccién de un anticuerpo especifico contra PfTERT
La proteina pThio-PfTERT parcialmente pura se utilizé para inmunizar dos conejos

hembra raza Nueva Zelanda y asi obtener anticuerpos contra Pf TERT. Antes de
cada inmunizacion se tomo6 una muestra de sangre periférica con el fin de establecer
la presencia 0 ausencia de anticuerpos que reconocen la proteina recombinante
mediante ensayos de western-blot. Para estos ensayos se utilizaron lisados crudos
de bacterias que expresan la proteina recombinante como antigeno y como
anticuerpo primario el suero obtenido de los conejos en diferentes diluciones. Como
control positivo de la inmuno deteccién se utilizo el anticuerpo contra tioredoxina
pues reconoce la proteina recombinante (Figura 24). Los resultados de estos
ensayos confirmaron la presencia de anticuerpos generados por la inoculacion de la
proteina Thio-PfTERT, pues la banda no es detectada con los sueros pre inmunes
obtenidos de cada conejo (comparar carriles 2-5 con 7 y 8) ni en bacterias sin

transformar (carril 1).

»pThio Pf TERT
38 KDa

Figura 24. Seguimiento de la produccién del anticuerpo Anti PfTERT por
Western-Blot. Extractos proteicos de bacterias Top10 en Carril 1 y bacterias Top10
transformadas con pThio-PfTERT en carriles 2 a 9 fueron separadsos por SDS-
PAGE, transferidos a membrana y probados con diferentes anticuerpos. Carril 1a 5
sueros obtenidos del conejo 1.Carriles 6 y 9: Anti tioredoxina comercial. Carriles 7y 8
sueros pre inmunes. Todos los sueron fueron probados en dilucién 1:6000.
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Para confirmar que se habian generado anticuerpos contra el fragmento de PfTERT,
y no contra el fragmento de fusion, los sueros obtenidos se probaron contra lisados
de bacterias JM109 que expresan la proteina recombinate PinPoinT-PfTERT. Estas
bacterias producen una proteina biotinilada de 390 aminoacidos, 200 de los cuales
estan presentes en la proteina pThio-PfTERT. En este caso para la deteccion de la
interaccidn se utilizd un anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa. La presencia
de PinPoinT-PfTERT en los lisados se verificd por deteccion con estreptavidina
fosfatasa alcalina. Como se observa en la figura 25, los sueros policlonales obtenidos
reconocen la banda correspondiente a la proteina PinPoinT-PfTERT, lo cual

comprueba la presencia de anticuerpos especificos contra PfTERT.

JMJIM JM JM IJM JMIM IM M JMJIM IM M
BCD BCD BCD BCD BCD BCD

— 66 KDa

— 45 KDa

— 36 KDa
Coomasie a PfTERT . P.il1 +« P.i2 .o PfTERT- Fosfatasa

Figura 25. Deteccidon de PinPoint-PfTERT con o PfTERT.

Extractos bacterianos que contienen la proteina biotinilada PfTERT fueron separados por
SDS-PAGE y transferidos a membrana, la proteina recombinante fue detectada por
revelado con Estreptavidina fosfatasa alcalina. Para el western blot se utilizé el o P TERT
en dilucién 1:6000 y como anticuerpo secundario un anti IgG de conejo conjugado a
peroxidasa en dilucion 1:1000.

JM: Bacterias JM109. JM BCD4: Bacterias JM109 transformadas con PinPoint BCDA4.
Coomasie: Membrana tefiida con azul de Coomasie. Pi : Membrana probada con el suero
pre inmune.

5.1.3. Deteccion de PfTERT en extractos proteicos del parasito.
Una vez confirmamos que el anticuerpo generado si reconoce un fragmento de

PfTERT, procedimos a la deteccion de la proteina del parasito. Para ello se
obtuvieron extractos proteicos tanto de nicleo como de citoplasma a partir de

parasitos cultivados in vitro y se estandarizaron las condiciones de la deteccion por
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western blot. En diferentes extractos proteicos, el suero policlonal detect6é una
proteina de 115 KDa aproximadamente (Figura 26), no obstante, este tamafio no
concuerda con el predicho a partir de los datos de secuencia de 300 KDa

aproximadamente.

Figura 26.Deteccion de la Telomerasa de P.
M' Pi1 o« TERT o TERT Pi2 falciparum mediante Western-Blot.
Extractos citosélicos (C) y nucleares (N) fueron
200 — separados por SDS-PAGE vy transferidos a
membrana de PVDF. Las membranas fueron
probadas con los sueros obtenidos en dilucion

116 4 - 1:300. Como anticuerpo secundario se utiliz un
anti IgG de conejo conjugado a biotina.
97 — | M: marcador de peso molecular.
Pi: Suero preinmune.
66 —
f
45 — B C . C N C N C N

La telomerasa de P. falciparum es anormalmente grande, pues las telomerasas
reportadas hasta el momento presentan pesos moleculares entre 100 y 150 KDa,
incluidas las de vertebrados, plantas, ciliados y levaduras (Nakamura et al., 1997,
Counter et al., 1997, Oguchi et al., 1999). El andlisis de la secuencia reportada en
plasmodb.org no indica la presencia de intrones o modificaciones post
transduccionales que lleven a un clivaje de la proteina para dar una de menor peso
(Rubiano & Wasserman, 2005; Figueiredo et al., 2005).

Como el suero policlonal fue obtenido por inmunizacién con la proteina recombinante
pThio-PfTERT, la cual es una proteina de fusion con tioredoxina nos preguntamos si
la sefial que teniamos en el western correspondia a la tioredoxina o a proteinas
similares presentes en el extracto de Plasmodium y no a PfTERT. En la base de
datos de P.falciparum se encontraron 13 proteinas con motivos caracteristicos de
tioredoxina, pero ningun caso el tamafio esperado sobrepasa los 100 KDa, los
tamanos oscilan entre 14 y 70 KDa (Anexo 4). Para comprobar que no se trataba de

una deteccidn cruzada se hizo un western-blot con el anti tioredoxina comercial, el

76



cual no detectd proteinas en el extracto de Plasmodium. Con este resultado pudimos
establecer que la sefal detectada por el anticuerpo policlonal no se debia al

fragmento de fusion.

Para determinar si la sefial de 115 KDa corresponde a la deteccion de otra proteina 'y
no a la deteccion de PfTERT, se realiz6 una busqueda por bioinformatica de
proteinas que tuvieran algun tipo de similaridad con el fragmento de 200 aminoacidos
utilizado como inmundégeno en la produccion del anticuerpo. La proteina con el
puntaje mas alto, desde luego fue PfTERT con una identidad del 99% (Pf13_0080),
sin embargo, otras 49 proteinas presentaron algun tipo de similaridad con el
inmundogeno y por tanto podrian ser reconocidas por el anticuerpo (Anexo 5). Al
limitar la basqueda a proteinas con una masa molecular entre 110 a 120KDa, no se
obtuvieron resultados, lo cual indica que ninguna de estas 49 proteinas da origen a

la sefial de 115 KDa detectada con el anticuerpo.

Pero cémo comprobar que la banda detectada si corresponde a PfTERT? Una
posibilidad era usar otro anticuerpo contra TERT. En el afio 2008 tuvimos contacto
con el Doctor José Luis Ramirez, quien ha trabajado en la caracterizacion de la
Telomerasa de Leishmania, él contaba con un anticuerpo contra la subunidad
proteica de L. major (LmTERT). Este es un suero policlonal generado por
inmunizacién con una proteina de fusién con GST (Glutation S- Transferasa). La
proteina recombinante de 56 KDa lleva un fragmento de 1000 pb que corresponde a
la regién amino terminal de LmTERT (Comunicacion personal). El anti LmTERT fue
probado con extractos de P.falciparum en ensayos de western-blot, la deteccion se
hizo por quimioluminiscencia o con el sistema tradicional de estreptavidina fosfatasa

alcalina.
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PfTERT 280 kDa
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Figura 27. Deteccion De Pf TERT con el anticuerpo heterélogo o LmMTERT.

a Representacién esquemética de PfTERT y LmTERT. Se indica la region contra la que
estan dirigidos los anticuerpos utilizados en los ensayos de Western Blot.

b Western-blot. Como anticuerpo primario se utilizé el anti TERT de L.major o anti TERT
de P.falciparum, en dilucién 1: 1000 y 1:3000 respectivamente.Como anticuerpo secundario
se utilizé un anti conejo conjugado a peroxidasa en dilucién 1:5000. La deteccion se realizé
con el sistema quimiolumiscente West pico de Pierce.

¢ Western-blot Como anticuerpo primario se utilizé el anti TERT de L.major o anti TERT de
P.falciparum, en dilucién 1: 100 y 1:300 respectivamente.Como anticuerpo secundario se
utilizé un anti conejo conjugado a a biotina en dilucién 1:2000. La deteccién se hizo con el
sustrato para fosfatasa alcalina.Pf: Extracto de P. falciparum. GR: Extracto de eritrocitos.

El anticuerpo desarrollado contra la telomerasa de L. major detecté una banda a la
misma altura que el anti PfTERT (Figura 27). Este resultado nos permitio establecer
gue la banda de 115 KDa detectada corresponde a PfTERT, pues dos anticuerpos
dirigidos contra dos sitios diferentes de la proteina y desarrollados contra TERT de
dos organismos diferentes reconocen la misma banda. El anti LmTERT reconoce
otras bandas en los extractos de P.falciparum, pero este reconocimiento es

inespecifico, pues se detecta también en eritrocitos y con el suero preinmune.
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Ahora la pregunta a contestar era: ¢ Por qué se detecta una banda de peso molecular
mucho menor al esperado para PFTERT? Para dar respuesta teniamos dos opciones:
determinar el tamafio del transcrito por northern blot o reconstruir el transcrito
utilizando varias parejas de iniciadores, pues la amplificacién de un fragmento de
7557 pb (tamafio esperado) no era posible, con las enzimas convencionales
utilizadas en RT-PCR. Para esto se extrajo ARN total a partir de parésitos en el
estadio de trofozoitos, la calidad de la preparacién se verificd por electroforesis en
agarosa formaldehido al 1% y la ausencia de ADN por PCR. Como se observa en la
figura 28a, el ARN obtenido presenta el patron tipico, las dos bandas prominentes
correspondientes a los ribosomales y un barrido que indica una poblacién de ARNs
de diferentes tamafos. Para la deteccion del mensajero se utilizaron diferentes
cantidades de ARN total y como sonda el fragmento BCD4 marcado con biotina.
Aungue se cargaron hasta 100 ug de ARN total, no logramos detectar una banda en
el ARN del parasito (Figura 28b). Los controles de la hibridacion: el mismo fragmento
de PCR sin marcar o un plasmido que contenia el fragmento dan sefiales positivas, lo

gue nos indic6 que el tiempo y la temperatura de hibridacion eran las adecuadas.

c d

Figura 28. Deteccién del mensajero de Pftert. a Gel de agarosa-formaldehido al 1% tefiido con
bromuro de etidio. M: marcador de Tamafio. Carriles 1, 3 y 4:Tres preparaciones de ARN total. b
Autoradiografia de 3 y 4 luego de la hibridacion con BCD4 biotinilado. ¢ Gel de agarosa al 1%
tefiido con bromuro de etidio. d Autoradiografia luego de hibridacién con BCD4 biotinilado. Carril
5:Pldsmido nGEMT-BCDA4. Carril 6: Fraamento BCD4. producto de PCR

Suponemos que el mensajero de PfTERT es tan escaso que con el sistema de

deteccion quimioluminiscente, no es posible lograr su deteccion.
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Como no pudimos detectar el mensajero de PfTert por northern blot, se intentd
reconstruir el transcrito por RT-PCR. Para ello se utilizaron cuatro parejas de oligos
gue permiten amplificar cuatro fragmentos del mensajero, van desde el nucle6tido
1238 hasta el 6000. Para la transcripcion reversa se utilizé el sistema de un paso, es
decir trascripcion y amplificacion en un mismo tubo, con 100 ng de ARN como

plantillay 1,0 uM de iniciadores especificos para cada fragmento.

GQ/N } QFP T 12 A B'CD E
NH, o T =T = HE 1 | B wcoor
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Position in P. falciparum TERT / aa
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Carril 1: 1240S 1240 AS 560 pb
Carril 2: 1240S CajaTASc 1838

Carril 3: CajaTSc CajaTASc 550 2.0Kb —

Carril 4: 3026S 3026 AS 1133 1.5 — .

Carril 5: BCD4S BCD4 AS 1100 -
Carril 6: BCD4S BCD5 ASc 1620 1.0 —

Carril 7. BCD5Sc BCD5 ASc 257

Carril 8: 1240S CajaTASc 1838 ¥

Carril 9: 3026S 3026 AS 1100
Carril 10: BCD4S BCD5 ASc 1620

i," .....
:

Figura 29.Recontruccion del Transcrito de PfTERT por RT-PCR

a Representacion esquematica del gen y los productos de RT-PCR esperados.

b Productos de RT-PCR obtenidos. Se especifica la pareja de oligos utilizados y el
tamafio esperado. Carriles 8-10. Productos de PCR, se utiliz6 ADN genémico como

plantilla

Los productos 4 y 6 no fueron detectados por RT-PCR, sin embargo su amplificacion
a partir de ADN gendmico si se logro (Carriles 4y 6 Vs 9y 10), esto nos llevo a
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sugerir que pueden existir por lo menos dos intrones, aunque no hayan sido
reportados en la base de datos del genoma de Plasmodium, ni hayan sido
detectados por el analisis bioinformético de la secuencia (Rubiano & Wasserman,
2002, Figueiredo et al., 2005). Estos intrones podrian estar en esas largas
extensiones que presenta el gen PfTERT entre el motivo T y el bloque 1’ del motivo
transcriptasa reversa y entre el bloque 2’ y el bloque BCD del motivo transcriptasa
reversa (Figura 29). En esas regiones, PfTERT presenta gran cantidad de
aminoacidos basicos ausentes en proteinas homdélogas, por lo cual podrian ser

regiones dispensables para la actividad enzimatica en P.falciparum.

Este resultado sumaria evidencia a estudios recientes que sefialan discrepancias
entre los genes anotados y sus respectivas secuencias de ADN complementario (Lu
et al., 2007; Wakaguri et al., 2009). Lu y colaboradores reportaron un nimero
considerable de predicciones erréneas en cuanto al contenido de intrones en genes
de P.falciparum. Luego de comparar secuencias de ADN complementario con los
datos registrados in silico encontraron que de 356 transcritos analizados, 85 (23.8%)
presentaban intrones errbneamente predichos, 10 de los cuales habian sido
reportados como carentes de intrones (Lu et al., 2007). Wakaguri y colaboradores
analizaron la secuencia 5’ de 61056 ADNs complementarios provenientes de 6
librerias de ADN complementario de diferentes apicomplexa: 4 especies de
Plasmodium, Cryptosporidium parvum y Toxoplasma gondii. En el caso de
P.falciparum de 1543 ADNs complementarios, 133 (9%) presentaron inconsistencias
en cuanto a la prediccidn de exones, este porcentaje es mas bajo que el reportado
por Lu y colaboradores, sin embargo hay que tener en cuenta que el andlisis se llevo
a cabo con secuencias parciales con un extremo 5’ completo pero con un extremo 3’
indefinido. Estos dos estudios demuestran que los datos obtenidos in sillico no son

infalibles y que han de ser depurados experimentalmente.

Adicionalmente al procesamiento del ARN mensajero, PfTERT podria sufrir un clivaje
proteolitico que de lugar a la proteina de 115KDa a partir de una de mayor tamafo;

este procesamiento post transduccional se ha sugerido para la proteina de
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replicacion A o PfRPA-1. Eltranscrito de PfRPAL presenta un tamario de 6,5Kb, el
marco abierto de lectura predicho a partir de la secuencia registrada es de 3435 pb,
lo cual sugiere una proteina de 135 KDa aproximadamente, pero la proteina
detectada es de solo 55 KDa (Voss et al.,, 2002).

Las evidencias que soportan la hipétesis de que la banda de 115 KDa corresponde a
PfTERT son: El anticuerpo generado reconoce dos proteinas recombinantes
expresadas en dos vectores diferentes y de dos tamafios diferentes: pThio-PfTERT
(38KDa) y PinPoint PfTERT (61KDa). El analisis de secuencia de estos dos clones,
demuestra que la proteina producida es 99% idéntica a un fragmento de PfTERT.
Ninguna proteina de P.falciparum registrada hasta el momento, podria explicar la
sefial en 115 KDa detectada con el anticuerpo. Ademas, el anticuerpo dirigido contra
TERT de Leishmania major produce una sefial a la misma altura.

5.2. OBTENCION DE FRACCIONES ENRIQUECIDAS CON ACTIVIDAD
TELOMERASA
Para identificar el otro componente del nucleo catalitico del complejo telomerasa, la

subunidad ARN, se intent6 purificar la actividad telomerasa a partir de un extracto
total por la combinacién de diferentes separaciones cromatograficas. Con esto,
tendriamos una fraccion enriquecida con actividad telomerasa, a partir de la cual

aislar la subunidad ARN.

Como nuestro interés era aislar el complejo telomerasa activo, y asi asegurar que
tanto la subunidad proteica como la subunidad ARN estaban intactas, el método para
rastrear la presencia o ausencia del complejo fue el ensayo de actividad o TRAP
(Telomere Repeat Amplification Protocol). En el ensayo TRAP, el oligo TS es
elongado por la telomerasa presente en el extracto o fraccion proteica. Luego los
productos son amplificados por PCR, para lo cual se adiciona Taq polimerasa y el
oligo CX. Los productos de amplificaciéon son detectados, luego de separacion en gel
de acrilamida, por tincidbn con Sybr Green o sobre pelicula de rayos X, cuando se ha
introducido un nucleétido marcado radiactivamente (Rubiano & Wasserman, 2005,
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Kim et al., 1994). El patron tipico de actividad telomerasa es una escalera de
fragmentos de 7 pares de bases de diferencia, lo equivalente a una repeticion
telomérica (Figura 30b). Para iniciar la purificacion, se prepararon extractos a partir
de trofozoitos cultivados in vitro y se verificd la actividad telomerasa. La actividad
telomerasa de P. falciparum fue detectada con 500 a 1000 ng de extracto citosélico y
fue eliminada por el tratamiento con ARNasa, como se esperaba, ya que la
subunidad ARN es degradada y la subunidad proteica no puede elongar el oligo TS
(Figura 30b).

a b

* Step 1: Telomerase elongation
S °" TS substrate
D -
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+ Step 2: PCR amplification
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Figura 30.Deteccién de la actividad Telomerasa. a Esquema del ensayo de

actividad o TRAP. b TRAP Los productos del ensayo de actividad se separaron en gel

no denaturante de acrilamida al 15% y se detectaron sobre peliculas de rayos X.

Carril 1: Reaccién en presencia de 500 ng de extracto. Carriles 2-3: 1000ng de extracto.

Carril 4: Extracto tratado con ARNsa. Carril 5: Control negativo, se adicion6 agua en

lugar de extracto proteico
Antes de emprender la purificacion del complejo telomerasa por separaciones
cromatograficas sucesivas, se establecieron las condiciones de cada cromatografia
por separado con extracto total como material de partida. Antes de iniciar el
fraccionamiento, se verifico la actividad de los extractos.
Filtracidon en gel: Se utilizé una columna Superdex 200 10/30 (Amersham) la cual
permite la separacion de proteinas de Masa relativa entre 10.000 y 600.000 Da y
tiene un tamafio de exclusién de 1.3X10°. La muestra inicial fue un mililitro de

extracto citosélico, previamente centrifugado a 15.000 rpms por 15 min, para eliminar
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cualquier sedimento que interfiriera en la separacion. Se obtuvieron 30 fracciones de
1 mL cada una, 3 de las cuales presentaron actividad telomerasa, fracciones 9 a 11,
(Figura 31). Este primer paso de purificacion se realiz6 de manera repetida con el fin
de hacer un grupo de fracciones con actividad telomerasa antes de continuar con el
segundo paso de purificacion. Se muestra el resultado del TRAP para otros 2
fraccionamientos, en las que la actividad telomerasa se detecto en las fracciones 9 a
12.

Intercambio Cationico: Se utilizé una columna HiTrap Heparin (Amersham). Las
columnas de heparina se utilizan ampliamente en la purificacion de proteinas de
unién a ADN como enzimas de restriccion, factores de transcripcion y polimerasas

entre otras, por su alta carga negativa.

La muestra inicial fue el grupo de fracciones telomerasa positiva obtenidas de la
cromatografia de exclusién por tamafio. Luego de la inyeccion de la muestra la
columna se lavo exhaustivamente con 30 mL de buffer TM y la elusion se hizo con un
gradiente lineal de glutamato de potasio de 0 a 1M. Se obtuvieron 30 fracciones, 6 de
las cuales presentaron actividad telomerasa, fracciones 18 a 23 (Figura 32). Es
importante destacar que la mayor parte de las proteinas fueron eluidas con 500 mM
de glutamato como se observa en el cromatograma, pero la actividad telomerasa fue
eluida entre 600 a 750 mM, fracciones donde la cantidad de proteinas es

considerablemente menor.
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FILTRACION EN GEL No 1
e L e e L

FRACCION 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 20 22 24 26 (+) ()

FILTRACION EN GEL No 2 FILTRACION EN GEL No 3
A A

= M b

.....

9 10 11 12 13 9 10 11 12 13 FRACCION

Figura 31. Seguimiento de la actividad Telomerasa a través la de la separacién por
filtracién en gel. a El ensayo TRAP se realiz6 con 10 pL de cada fraccion como fuente de
telomerasa. Como control positivo (+) de la reaccion se colocd 500ng de extracto inicial y como
control negativo (-) se adicion6 agua en lugar de extracto proteico. b Cromatograma. Linea

roja:lectura de absorbancia a 254 nm. Linea azul: lectura de absorbancia a 280 nm. * Pico con
actividad telomerasa
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Intercambio Catiénico

Columna: HiTrap Heparin. Muestra: Fracciones Filtracion en gel. Flujo: 1.0 mL/min
Fraccion 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 28 30 (-) (4)

T s :’:

Figura 32. a Seguimiento de la actividad
Telomerasa a través de cromatografia de
intercambio catiénico. Cada fraccion tuvo
que ser desalinizada y concentrada 5 veces
antes del ensayo TRAP. El ensayo se realizd
con 2 uL de cada fraccion como fuente de
telomerasa. Como control (+) de la reaccién se
utilizé el extracto inicial y como control (-) se
adicion6 agua. b Perfil de elusion
intercambio catiénico. Linea roja:lectura de
absorbancia a 254 nm. Linea azul: lectura de
absorbancia a 280 nm. La linea verde: El
gradiente lineal de glutamato de potasio.

* Actividad telomerasa

Interaccion Hidrofébica: Se utilizé una columna Hi Trap Fenil sefarosa (Amersham).
Las fracciones telomerasa positiva de la columna de intercambio catiénico se
ajustaron a 600 mM de glutamato de potasio y se inyectaron a una columna de fenil
sefarosa, luego de lavados con buffer TM, la actividad telomerasa fue eluida con
Triton X-100 al 1%. De 15 fracciones, 6 presentaron actividad telomerasa, fracciones
17 a 22 (Figura 33), aunque la deteccion en la fraccion 17 es muy baja. Dado que el
triton X100 al 1% enmascara la lectura de absorbancia a 280 nm, no fue posible

distinguir los picos de elusion.
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Fraccion 1617 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 (+) ()

b c
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Figura 33. Seguimiento de la actividad Telomerasa a través de la cromatografia de Interaccion
Hidrofébica. a TRAP: El ensayo se realiz6 con cada fraccién como fuente de telomerasa. Como
control (+) de la reaccién se coloc6 500 ng del extracto inicial y como control (-) se adicion6 agua. b
Cromatograma. Linea roja:lectura de absorbancia a 254 nm. Linea azul: lectura de absorbancia a
280 nm. * Actividad telomerasa. ¢ Seguimiento del patron de proteinas por SDS-PAGE.

Ext: Extracto inicial. In: Input. NR: Proteinas no retenidas. Fracciones 18 a 23. 200 uL de cada
fraccion se precipitaron y separaron por SDS-PAGE, el gel fue tefiido con azul de Coomasie.
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Ademas de los tres tipos de cromatografia utilizados hasta aqui, algunos autores han
empleado columnas de intercambio anionico como DEAE agarosa y espermina
agarosa para alcanzar preparaciones mas puras (Harrington et al., 1995; Lingner &
Cech, 1996; Tsao et al., 1998), sin embargo la actividad telomerasa de P. falciparum
no se pudo recuperar en este tipo de columnas. Aungue se realizaron varios intentos
en columnas de DEAE un intercambiador débil, en ningin caso se obtuvo fracciones
telomerasa positiva. Es posible que el complejo de ARN-proteina se disocie en este
tipo de resinas, lo cual lleve a la pérdida de actividad.

En la mayoria de reportes el paso siguiente en la purificacion es una cromatografia
de afinidad, para lo cual se utiliza un oligo complementario a la region plantilla de la
subunidad ARN como “carnada”, pero dado que en nuestro caso no se conocia la
secuencia de este ARN, no fue posible obtener fracciones con mayor grado de
pureza. Como se observa en la figura 33c, en las fracciones telomerasa positiva aun
guedan muchas proteinas, sélo las bandas sefialadas: un duplete cercano a 200
KDa, una banda alrededor de 75 KDa vy otra cerca de 35 KDa, parecen estar
enriquecidas en las fracciones activas. Aunque las fracciones 22 (activa) y 23
(inactiva) comparten la banda cercana a 35 KDa, no se descarta la posibilidad que
esta fraccion tenga una actividad muy baja, imposible de detectar con el ensayo
radioactivo.

Para la purificacion de la actividad telomerasa de diferentes organismos se han
combinado varias clases de cromatografia, por lo general se hace un primer
fraccionamiento por filtracion en gel, seguido de cromatografias de intercambio ibnico
y por ultimo una cromatografia de afinidad (Harrington et al., 1995, Lingner & Cech
1996; Tsao et al., 1998). Al combinar por lo menos estos tres procedimientos, se
obtuvieron fracciones altamente enriquecidas con el complejo telomerasa que
permitieron el analisis de sus componentes. En el caso de la telomerasa del ciliado
Euplotes aediculatus la purificacion del complejo se llevo a cabo través de un
fraccionamiento inicial en columna de heparina seguida de cromatografia de afinidad

con un oligo antisentido complementario a la region plantilla del ARN telomérico. En
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esta preparacion, solo dos proteinas copurificaron con la actividad telomerasa, una
de 120 KDa que corresponde a la subunidad proteica EQTERT y otra de 43 KDa
(Lingner & Cech, 1996). Afilos mas tarde, el mismo grupo comprobé que p43
realmente es una proteina accesoria del complejo telomerasa y que en un sistema in
vitro estimula la actividad enzimatica y aumenta procesividad del complejo enzimatico
(Aigner et al., 2003; Aigner & Cech, 2004).

No obstante este es el Unico caso, donde la purificacién de la actividad a través de
separaciones cromatograficas del extracto inicial, resulté en la deteccién del nucleo
catalitico y so6lo una proteina adicional a TERT. Es necesario tener encuentra que
este ciliado presenta alrededor de 300.000 moléculas de telomerasa por célula 'y que
para esta separacion los autores partieron de 2 g de extracto proteico nuclear,

equivalente a 45 litros de cultivo (Lingner & Cech, 1996).

Tanto Harrington como Tsao, en sus intentos de purificacion de la actividad
telomerasa de Tetrahymena (otro ciliado) y de testiculo de bovino, encontraron
multiples proteinas (después de al menos 4 pasos de purificacion), en fracciones
altamente enriquecidas con actividad telomerasa (Harrington et al., 1995; Tsao et al.,
1998).

Solo una década después de estos primeros intentos de purificacion del complejo
telomerasa, se reportd la purificacion a homogeneidad del complejo de Tetrahymena
y de humano, cabe destacar aqui que tanto en ciliados, como en células tumorales
humanas, la telomerasa esta sobre expresada y por tanto son modelos tipicos para el
estudio de este complejo. No obstante, a pesar de su abundancia relativa, en ambos
casos fue necesario expresar la subunidad catalitica como un transgen bajo el control
del promotor de B tubulina, para asegurar una mayor expresion del geny para
proporcionar elementos (tags) que permitieran la purificacién especifica del complejo.
El sistema conocido como TAP: Tandem Affinity Purification, consiste de dos “tags”
de purificacion. El primero, consiste de dos dominios de proteina A seguidos por un

sitio de corte para la proteasa TEV (tobacco etch virus). Asi las proteinas capturadas
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en perlas de proteina G, son eluidas por corte con la proteasa TEV. El segundo, es
un péptido de unién a calmodulina, que le permite al complejo telomerasa unirse a
una resina de calmodulina agarosa en presencia de calcio y luego ser eluida con
EGTA. (Witkin & Collins, 2004; Fu & Collins 2007).

En el caso de Tetrahymena, la actividad telomerasa copurificé con 4 proteinas: p75,
p65, p45 y p20, aunque las cuatro son esenciales para el mantenimiento de la
longitud telomérica solo se ha establecido el papel de p75 y p65. p75 promueve la
actividad telomerasa en el telémero y no esta involucrada en la biogénesis o
estabilidad del complejo. p65 presenta sitios putativos de unién a ARN como RRM1y
el motivo “La”, por lo que se ha sugerido que esta proteina es la homdéloga de p43 de
E.aediculatus, ya que su funcién esta relacionada con dar la estabilidad al ARN
telomérico (Witkin & Collins, 2004). De otro lado, la participacion de p20 en la
holoenzima, no fue confirmada en estudios posteriores, en los que se determind que
esta proteina copurifica predominantemente con un complejo de ubiquitina ligasas y
no con la actividad telomerasa (Witkin et al., 2007).

En el caso del complejo de humano, la actividad telomerasa copurifico con 11
proteinas, cuatro pertenecen a proteinas del tipo H/ACA (Diskerina, Nhp2, Nop 10,
Garl) y su asociacién con la subunidad ARN ya habia sido reportada previamente.
Dos son proteinas Sm (Sm D y SmB), dos son proteinas heterogéneas nucleares
hnRNP (hnRNP C y hnRNP U) y dos NTPasas (NAT10 y GNL3L). Tanto las
proteinas Sm como las hnRNPs son dispensables para la actividad enzimatica, pues
complejos que pierden estas proteinas son activos, mientras que las NTPasas

siempre fueron detectadas en complejos activos (Fu & Collins, 2007).

Obtener fracciones mas puras que nos permitieran detectar posibles proteinas
accesorias al complejo telomerasa no fue posible dadas las caracteristicas propias
de nuestro modelo de estudio. Aunque el parasito presenta actividad telomerasa,
ésta es minima, comparada con la de ciliados, células tumorales o células de la linea

germinal. El material inicial necesario para emprender una purificacion a gran escala,
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también es una gran limitante, pues a partir de un litro de cultivo, se pueden obtener
cerca de 2X10 *° parésitos, que representan tan solo 5 a 10 mg de extracto. 2 a5 g
de extracto proteico inicial, representarian entre 50 a 100 litros de cultivo, lo que
implica un elevado costo no solo en términos de dinero, sino también de tiempo y

personal.

La opcién de adoptar la purificacion con el sistema de afinidad en tandem, tampoco
era una opcion para nosotros, dado que la region codificante del gen PITERT
registrada es de 7557 pares de bases, la construccién de un transgen de tal tamafio
no era posible. Si nuestra suposicion que PfTERT es una proteina de 115 KDa es
cierta, abriria la posibilidad de la expresion en el sistema enddgeno para la

purificacion del complejo nativo.

La inmuno precipitacion del complejo con dos anticuerpos diferentes contra PfTERT,
(el desarrollado por nosotros y el desarrollado por Figueiredo et al., 2005) y con el
anti LmTERT, también se intentd, pero no se logro aislar el complejo activo del

extracto total.

5.2.1 Aproximacion a la secuencia de la subunidad TER.
Las fracciones enriquecidas con actividad telomerasa se reunieron, extrajeron con

fenol cloroformo y el ARN presente se recuperd por precipitacion etandlica. EI ADN
contaminante se elimind por tratamiento con ADNasa I. A partir de 50 mg de extracto

proteico inicial, se obtuvieron 16.7 ug de ARN.

Para la transcripcion reversa se emplearon 6 iniciadores diferentes, disefiados con
base a la secuencia telomérica de P.falciparum (Tabla 4). La amplificacion se realizo
con oligos aleatorios y diferentes temperaturas de anillaje para aumentar la

probabilidad de amplificacion, la estrategia se representa en la figura 34.
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Figura 34 Amplificacién de fragmentos candidato para Pf TER por RT-PCR.

a Esquema de la estrategia de transcripcién reversa y amplificacion.

b La transcripcién reversa se llevd a cabo con el oligo indicado en cada panel. Cada
carril corresponde a la temperatura de anillaje utilizada: 37, 40, 43, 46 y 50 °C. En la
tabla se discriminan los productos obtenidos por tamafio y por el oligo utilizado para la
transcripcion reversa.

Como resultado del RT-PCR, se obtuvieron 9 fragmentos: cuatro cuando se hizo la

trascripcion reversa con el oligo TEL 1, dos cuando se hizo con TEL 2 y tres cuando

se hizo con TEL 3 (Figura 34b). Con los oligos TEL 4 y TEL 5 no se obtuvieron

productos de amplificacion.

Los fragmentos obtenidos por RT PCR se purificaron desde el gel de agarosa y se

clonaron en el vector PCR 2.1 (Invitrogen). La presencia del inserto en las colonias
recombinantes se confirmé por PCR utilizando oligos especificos del vector y como
plantilla un lisado bacteriano. Una vez se confirmaron los clones, se seleccion6 uno
para cada fragmento, se extrajo ADN plasmidico y se envio a secuenciar. Para el

analisis de las secuencias obtenidas se utilizé la herramienta de bioinformatica
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BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), disponible en

www.plasmodb.org/BLAST . Se presenta los resultados de esta comparacion para

cuatro de los nueve fragmentos clonados, con todos se obtuvo el mismo resultado
(Figura 35).

CLON TEL 1.4: 101pb

Sequences producing significant alignments: (Bits) Value
gi|82541486|ref|[XM 719889.1] Plasmodium yoelii yoelii str. 17... 161 4e-37
gi|23504822 |emb|AL929354.1|PFA929354 Plasmodium falciparum strai 161 4e-37
gi|924644|gb|U21939.1|PFU21939 Plasmodium falciparum 5.8S rARN.. 161 4e-37
gil14329719|emb|AJ301624.1|PBE301624 Plasmodium berghei 28S rARN 161 4e-37
gil14329715|emb|AJ298080.1|PBE298080 Plasmodium berghei 28S rARN 161 4e-37
gi|23496380|gb|AE014843.1| Plasmodium falciparum 3D7 chromoso... 137 6e-30

CLON TEL 1.2: 304 pb

Sequences producing significant alignments: (Bits) Value
gil|924644|gb|U21939.1|PFU21939 Plasmodium falciparum 5.8S rARN.. 708 0.0
gi|23504822 |emb |AL929354.1|PFA929354 Plasmodium falciparum strai 686 0.0
gi|23496380|gb|AE014843.1| Plasmodium falciparum 3D7 chromoso... 167 3e-38
gil1305413|gb|U48228.1|PFU48228 Plasmodium falciparum 5.8S ri... 167 3e-38
gi|14329719|emb|AJ301624.1|PBE301624 Plasmodium berghei 28S rARN 167 3e-38

CLON TEL 2.1: 418pb

Sequences producing significant alignments: (Bits) Value
gi|23504822|emb|AL929354.1|PFA929354 Plasmodium falciparum strai 799 0.0
911924644 |gb|U21939.1|PFU21939 Plasmodium falciparum 5.8S rARN.. 799 0.0
gi[14329719|emb|AJ301624.1|PBE301624 Plasmodium berghei 28S rARN 662 0.0
gi|14329715|emb|AJ298080.1[PBE298080 Plasmodium berghei 28S rARN 646 0.0
CLON TEL 3.1: 700pb
Sequences producing significant alignments: (Bits) Value
gil924644|gb|U21939.1|PFU21939 Plasmodium falciparum 5.8S rARN... 02 0.0
gi|23504822 |emb|AL929354.1|PFA929354 Plasmodium falciparum strai 880 0.0
gi|6594243 |emb |AL031746.9|PFMALIP3 Plasmodium falciparum ADN fro 400 2e-108
gil160644|gb|M14868.1|PFARGHA Plasmodium lophurae 25S ribosomal 317 3e-83
gi|14329719|emb|AJ301624.1|PBE301624 Plasmodium berghei 28S rARN 278 2e-71

Figura 35. Resultados de la comparacién entre la secuencias candidato para PfTER
obtenidas y el genoma de Plasmodium. Cada secuencia se compar6 con la base de datos
de plasmodb.org. Se muestran las 5 secuencias mas parecidas a la secuencia blanco.


http://www.plasmodb.org/BLAST

Todos los fragmentos obtenidos corresponden a ARN ribosomal. Este hecho nos
llamo6 mucho la atencidn asi que buscamos en las secuencias de ARN ribosomal
secuencias similares a los oligos disefiados GGGTTTA, GGGTTCA, ,
GTTCAGG, TTCAGGG, TCAGGGT. Como se observa en el anexo 6 hay multiples
sitios donde se pudo haber iniciado la transcripcidn reversa y por tanto dado origen a
algunos de los fragmentos amplificados, mientras que en Pf TER solo hay un sitio
posible en el que el oligo podria haber reconocido la secuencia, la regién plantilla.
Por otra parte no es de extranar la presencia de ARN ribosomal en las fracciones
luego de 3 pasos de purificacion, pues los ribosomas son grandes complejos de ARN
y proteina, por tanto sus propiedades podrian ser similares a las de la telomerasa por
lo que podrian copurificar con ella. Ademas si tenemos en cuenta que la poblacion de
ARN ribosomal es cerca del 80% del ARN total y que el ARN telomérico se puede
clasificar como escaso, menos del 1%, es altamente probable que el ARN telomérico

haya sido enmascarado por el de mayor concentracion.

Luego de estos resultados, se optd por depurar los fragmentos obtenidos por RT-
PCR mediante southern blot. Los productos obtenidos de una nueva transcripcion
reversa y amplificacion se separaron en gel de agarosa al 1%, se transfirieron a
membrana y se probaron con una sonda de ARN ribosomal (Figura 36). Las bandas

gue no hibridaron con la sonda fueron purificadas, clonadas y secuenciadas.

Aungue en esta ocasion se obtuvieron mas bandas de amplificacién: 10 para TEL1, 7
para TEI2, 3 para Tel3 y 2 para Tel4 la mayoria de ellas hibridaron con la sonda de
ARN ribosomal. De 22 bandas, solo 6 fueron clonadas y secuenciadas, pero a pesar
de la depuracién previa a la clonacion, nuevamente todos los fragmentos,
correspondieron a ARN ribosomal. Algunas de las secuencias se reportan en el

anexo 6.
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Figura 36: Deteccién de bandas de ARN ribosomal en los productos de RT-PCR.
a. Productos de RT-PCR separados en gel de agarosa al 1% y visualizados con luz UV
luego de tincién con bromuro de etidio. b Autoradiografia luego de hibridacién con un
fragmento de ARN ribosomal marcado radiactivamente. En cada carril se especifica el
oligo utilizado para la transcripcién reversa. rARN: Control positivo de amplificacién e
hibridacién. * Productos seleccionados para clonar y secuenciar.

Un resultado similar fue reportado por Tsao y colaboradores, quienes luego de
transcribir y amplificar el ARN presente en fracciones enriquecidas con actividad
telomerasa, encontraron que de 19 clones secuenciados, 18 correspondian a ARN
ribosomal y solo 1 correspondia al ARN telomérico. En ese estudio se realizo el
fraccionamiento a partir de un extracto citosolico de testiculo bovino por cinco
diferentes procedimientos cromatogréaficos: Separacion por tamafio, intercambio
i6nico (anidnico y catidnico), interaccion hidrofébica y finalmente una columna de
espermina, aun asi la contaminacién con ARN ribosomal fue persistente (Tsao et al.,
1998).

Simultaneamente al trabajo experimental de purificacion del complejo telomerasa e
identificacion de la subunidad ARN, se comenzo la busqueda mediante herramientas
de bioinformatica de esta molécula de ARN, trabajo realizado por Javier Escobar,

estudiante de Maestria en Bioquimica. En su trabajo de tesis, Javier implementd un
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meétodo para la busqueda de ARNs no codificantes con base en secuencias cortas
conservadas. Estos ARNs comparten rasgos con el ARN telomérico, como su escasa
conservacion a nivel de estructura primaria pero una estructura secundaria muy
conservada. Con ese método Escobar pudo identificar los ARNs pequefios nucleares
ricos en uridina (UsnARNSs) propios del empalmosoma, ARNs que no habian sido
descritos en Plasmodium hasta el momento, pero no logré identificar la secuencia del
ARN de telomerasa (Escobar & Wasserman, 2007). Dada la importancia de ese
hallazgo nuestros esfuerzos se volcaron a la confirmacion experimental de esos

resultados obtenidos in silico.

En el genoma de Plasmodium falciparum, se ha predicho la existencia de 5300 genes
de los cuales el 53% presentan intrones (Gardner et al., 2002), lo que sugiere que la
magquinaria molecular involucrada en el proceso de corte y empalme, es de vital
importancia para el desarrollo y multiplicaciéon del parasito, no obstante el estudio del
empalmosoma es muy escaso. Por esto decidimos verificar si las secuencias
encontradas por bioinformatica se transcribian y formaban ribonucleoparticulas
activas en extractos proteicos del parasito. Como primer paso, las secuencias
candidato para cada uno de los UsnARNSs, fueron amplificadas por RT-PCR. Se
utilizaron oligos especificos para cada UsARN y ARN total como plantilla, la
secuencia y el tamafio de los fragmentos esperados, se reporté en la tabla 5 de
materiales y métodos. Los fragmentos amplificados fueron clonados en el vector
pPGEMT y secuenciados (Figura 37). Las secuencias fueron reportadas en la base
de datos del GenBank bajo los numeros de acceso: EF140767, EF140768,
EF140769, EF140770 y EF419774, para PfUl, PfU2, Pfu4, PfU5 y PfU6

respectivamente. Una vez confirmamos que los genes encontrados in silico si se
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transcribian y presentaban el tamafio predicho, procedimos a verificar si estos ARNs

hacen parte de las ribonucleoparticulas tipicas del empalmosoma.

a Ul U2 U4 USUB (+) ()

300 pb
200 pb

100 pb

Figura 37. Amplificaciéon y clonacién de los UsnARNs de P.falciparum. a Amplificacién por
RT-PCR. Se utilizaron 40 ng de ARN total como plantillla y 0,5 mM de oligos especificos para cada
snARN. (+) Control positivo de la reaccion: deteccion del transcrito de PfTERT con los oligos BCDc.
(-) Control negativo de la reaccién: No se adicioné transcriptasa reversa.

b Rastreo de colonias recombinantes por PCR. Los fragmentos amplificados por RT-PCR
fueron insertados en el vector pGEMT Yy utilizados para transformar bacterias E.coli. Las colonias
recombinantes fueron confirmadas por PCR, se utilizé un lisado bacteriano como plantilla y oligos
especificos para cada snARN. Se muestran tres colonias positivas para cada snARN.

¢ Extraccion de ADN Plasmidico. Se seleccion6 una colonia positiva para cada inserto y se aislé
el plasmido recombinante. Este ADN sirvi6 como plantilla para determinar la secuencia amplificada.
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5.3 CARACTERIZACION DE PFTER Y DE LOS UsnARNs DEL EMPALMOSOMA
En 2007, tanto la secuencia de la subunidad ARN del complejo telomerasa de P.

falciparum como la secuencia de los UsnARNs del empalmosoma fue reportada por
Chakrabarti y colaboradores. Las secuencias de los snARNSs coincidieron con las
identificadas por nuestro grupo, sin embargo, la confirmacion de los resultados
obtenidos por bioinformatica, se limitd a ensayos de northern blot para corroborar la
transcripcion de los genes (Chakrabarti et al., 2007).

En cuanto al ARN de telomerasa, la secuencia CCCTGAACCC complementaria al
ADN telomérico TT(T/C)AGGG fue utilizada como blanco en la busqueda de
secuencias similares en el genoma de P. falciparum. De los cientos de secuencias
que arrojo6 la busqueda, se eliminaron las secuencias correspondientes a los
telomeros y segmentos de ADN gendmico que contenian la secuencia fueron
utilizados como blanco para buscar regiones similares en el genoma de otras
especies de Plasmodium, una region perteneciente al cromosoma 9 presento un alto
grado de conservacion entre las especies. Al realizar el modelamiento de la
estructura secundaria con esta secuencia, los autores observaron algunos de los
elementos conservados en los diferentes TER reportados, por tanto esta secuencia
fue denominada PfTER. Ademas de ensayos de northern blot que confirmaron la
transcripcion del gen y establecieron que el transcrito presenta un tamafio de 2.2 Kb,
no se realizaron estudios adicionales que contribuyeran a la caracterizacién de este
ARN (Chakrabatrti et al., 2007).

En levaduras como S. cerevisiae, Sch pombe y Kluyveromyces lactis TER presenta
rasgos caracteristicos de los ARNs del empalmosoma como son la asociacion a
proteinas Sm y la hipermetilacion de su cap 5’ (Seto et al., 2005; Leonardi et al.,
2008). El empalmosoma esta conformado por cinco ribonucleoparticulas (SNnRNP)
cada una conformada por un ARN pequefio nuclear rico en uridina (USnARN), un
anillo heptamérico de proteinas Sm (B/B, D1, D2, D3, E, F, y G) y proteinas
especificas (Seraphin, 1995).
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Para determinar si los UsnARNSs reportados por nuestro grupo y PfTER se
encuentran asociados a proteinas Sm se llevé a cabo una inmuno precipitacion con
un anticuerpo comercial anti Sm, este anticuerpo reconoce las proteinas Sm By D de
humano, y sobre extractos de P. falciparum reconocié bandas alrededor de 25 KDa,
tamafo esperado para estas proteinas (Figura 38a). Una vez confirmamos que el
anticuerpo comercial reconoce las proteinas Sm del parasito realizamos los ensayos
de inmuno precipitacion con el anti Sm y con un suero preinmune de ratén como
control, el ARN presente los inmuno precipitados se analizé por RT-PCR, luego de
eliminar las proteinas y el ADN contaminante. La presencia de los 5 snARNSs de
Plasmodium, de PfTER y el ARN mensajero de Pf TERT (control negativo) se
determind con oligos especificos para cada transcrito. Como se observa en la figura
38b, PfTER no se encontr6 asociado a proteinas Sm, como era de esperarse el ARN
mensajero tampoco se detectd en el inmunoprecipitado, pero los UsnARNS si.
Ademas, los productos de amplificacién no se detectaron en inmuno precipitados con
el suero preinmune, lo que confirma la especificidad del ensayo. Estos resultados
indican que la asociacién PfTER y proteinas Sm no se da o no es posible detectarlo
por este método y que los snARNSs identificados in silico hacen parte de

ribonucleoparticulas.

66 KDa—
45 — Figura 38. Deteccion de PfsnARNs y PfTER en
36 — inmunoprecipitados con anti Sm. a Deteccion de Proteinas

Sm por Western Blot. M: Marcador de peso. Pf: Extracto

25 — citosolico de P. falciparum. H: Extracto citosoélico de células HelLa
b RT-PCR. El ARN extraido del extracto inicial (1), el
inmunoprecipitado con un suero pre inmune de raton (Pi) y del
inmunoprecipitado con anti Sm (Sm) se trancribié a CADN y
amplificé por PCR con iniciadores especificos para cada ARN.
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La hipermetilacion del cap 5’ es otro rasgo caracteristico de los UsnARNSs y también
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se ha encontrado en TERs de levaduras y vertebrados (Collins, 2006). Para
determinar la presencia de esta modificacién, se realizdé una inmuno precipitacion con
un anticuerpo comercial K121, este anticuerpo reconoce la estructura trimetilada
(TMG) pero no la monometilada que se encuentra en los ARN mensajeros maduros.
La inmuno precipitacion se hizo a partir de ARN total y el ARN presente en el
precipitado se analizé nuevamente por RT-PCR. Tanto los UsnARNs como PfTER
fueron detectados en el inmuno precipitado, mientras que el ARN mensajero
utilizado como control de la especificidad no se detectd (Figura 39). La snRNP U6
presenta un anillo de proteinas Lsm (Sm like) y su molécula de ARN es
monometilada (Singh et al., 1989), pero como forma un hibrido funcional con U4,
pudo haber sido precipitada indirectamente con los anticuerpos utilizados (Achsel et
al.,, 1999).

Ul uz2 u4 us u6 TER TERT
I TMG | TMG I TMG I TMG I TMG | TMG I TMG

Figura 39. Deteccioén del cap 5 Hipermetilado en PfsnARNs y PfTER por
inmunoprecipitacién con a TMG. El ARN inicial (1) y el extraido del
inmunoprecipitado (TMG) se trancribié a ADN y amplificé por PCR con iniciadores
especificos para cada ARN.
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La biogénesis de las snRNPs del empalmosoma es compleja y ocurre en el
citoplasma. Después de la exportacion de los UsnARNS recién sintetizados por la
ARN polimerasa Il, estos son reconocidos por las proteinas Sm a través de una
secuencia consenso (PuAU,—sGPu) o sitio Sm (Hermann, 1997). Una vez el
heptamero de proteinas se ha formado alrededor del ARN blanco, el cap 5’ del
SnARN es hipermetilado de 7-metil guanosina a 2,2,7- trimetil guanosina y el extremo
3’ es procesado por endonucleasas. Esto deja las ShnRNPs listas para ser
translocadas al nacleo donde ocurre la asociacion con proteinas especificas para

cada particula y cumplen su funcion en la remocion de intrones (Kiss, 2004).

El ensamblaje del grupo de proteinas Sm sobre los snARNS, ocurre en el citoplasma
a través de un complejo proteico denominado SMN (Survival of Motor Neurons). Este
complejo de manera rigurosa selecciona aquellos ARNs con caracteristicas propias
de los UsnARNs y actlia como andamio para que las proteinas Sm sean
organizadas alrededor del ARN formando la ribonucleoparticula, evitando asi la
formacion de complejos anormales (Yong et al., 2004). Sélo después de que la
particula se ha formado, ocurre la modificacidon en el cap 5’, por tanto la deteccién de
los ARNSs en los dos inmuno precipitados confirma que las secuencias identificadas
con herramientas de bioinformatica corresponden a los ARNs del empalmosoma de

P. falciparum.

Todos los cinco ARNs del empalmosoma presentan modificaciones post-
transcripcionales como la 2'-O-metilacion y la pseudouridinacién (Massenet et al.,
1998), modificaciones importantes en otros ARNs no codificantes como los
ribosomales y ARNs de transferencia. Diskerina en mamiferos o CBF5 en levaduras,
es el componente clave del complejo ribonucleoproteico responsable de la
conversion sitio especifica de uridina a pseudouridina durante la maduracion de los
ARNSs en el nucleolo. Ademas esta proteina es esencial para la biogénesis y la

funcién del complejo telomerasa en humano y hasta el momento es la Unica
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proteina accesoria confirmada por diferentes autores (Mitchel et al., 1999; Cohen et

al., 2007; Collins, 2006).

Para probar si los snARNs y PfTER se encuentran en complejos con diskerina, era

necesario primero comprobar la existencia de la proteina en extractos del parasito a

través de western Blot, pues hasta ese momento la proteina estaba descrita como

putativa en el genoma del parasito. La proteina de P. falciparum presenta una alta

similaridad (80%) con la proteina humana, por tanto decidimos intentar su deteccion

por western blot con un anticuerpo dirigido contra la proteina humana. El anticuerpo

reconocio una banda alrededor de 50 KDa en extractos del parasito, o que

concuerda con el tamafio predicho para la proteina de 53 KDa (Figura 40).
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Figura 40. Deteccion de Diskerina en extractos de
P.falciparum por Western-Blot.

Carriles 1y 2: Extracto proteico de trofozoitos. La
membrana fue probada con anti diskerina 1:5000 como
anticuerpo primario y con un anti conejo conjugado a

peroxidasa en dilucion 1:5000 como anticuerpo secundario.

La deteccion se realizd con el sistema quimioluminiscente
west pico de Pierce.

Una vez establecido que el anticuerpo era capaz de reconocer la proteina, se

procedio con los ensayos de inmuno precipitacion, el ARN presente en el inmuno

precipitado fue probado con oligos especificos. Como se observa en la figura 41,

PfTER y U2 se encontraron asociados a diskerina, mientras que el ARN mensajero

no. Para comprobar este resultado el ARN se probd con otros oligos para el ARN

mensajero de glutamato sintasa, con los cuales se obtuvo el mismo resultado,

amplificacion solo para los ARNs no codificantes.
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Figura 41.a Deteccion de PfTER en inmunoprecipitados con anti Diskerina. El ARN
extraido del extracto inicial (In) y del inmunoprecipitado con anti diskerina (IP) se
transcribié y amplifico por PCR con iniciadores especificos para cada ARN.

MARN: Deteccion del ARN mensajero de Pftert o de Glutamato Sintasa.

b Deteccion de actividad telomerasa en inmunoprecipitados con anti Diskerina. El
ensayo de actividad telomerasa se realiz6 con el extracto inicial: 1,0 ug de proteina. El
inmunoprecipitado: 1,0, 2,5, 5,0 y 10 pl de perlas y el sobrenadante 1,0 pg.

Como la subunidad ARN del complejo telomerasa se encontré asociado a diskerina,
surgi6 la pregunta: ¢ diskerina forma parte del complejo telomerasa de P. falciparum?
Para responder a esta inquietud, el ensayo de actividad telomerasa fue realizado con
el extracto proteico inicial, el inmuno precipitado y el sobrenadante (Figura 41b). La

actividad telomerasa no se detectd en el inmuno precipitado, pero si en el extracto
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inicial y en el sobrenadante, lo que sugiere que esta proteina no hace parte del

complejo telomerasa activo.

Haber encontrado los SnARNs asociados con diskerina en extractos proteicos del
parasito, sugiere que la pseudouridinacion de estos ARNs en P.falciparum podria ser
llevada a cabo por diskerina. Ademas abre la posibilidad de que el ARN de
telomerasa sufra esta modificacion, lo cual no ha sido reportado hasta el momento.
La pseudouridinacion de ARNs estructurales esta relacionada con su funcionalidad,
se ha sugerido que es necesaria para estabilizar ciertas conformaciones de ARN que
de otra manera serian muy flexibles. Para citar solo un ejemplo, en humano y en
Xenopus, se ha reportado que esta modificacion en U2 es necesaria para la
interaccion con el pre mARN, de hecho, todas las uridinas alrededor del sitio de

ramificacion estan modificadas (Zhao &Yu, 2004; Dénmez et al., 2004).

Los resultados de esta seccion, nos permiten concluir que los snARNSs identificados
previamente in silico, se encuentran formando parte de ribonucleoparticulas tipicas

del empalmosoma y que podrian sufrir pseudouridinacion por diskerina.

PfTER no se encontr6 asociado a proteinas Sm, lo cual no es extrafio, ya que
después de analizar la secuencia reportada por Chakrabarti y colaboradores en
2007, encontramos que este ARN no presenta el sitio Sm o motivo de union a estas
proteinas cerca del extremo 5. En PfTER tampoco se encontro la caja H/ACA,
motivo de unién a diskerina, por lo cual suponemos que la asociacién detectada se
debe a una interaccién indirecta y temporal, que le permite a la proteina llevar a cabo
su labor de pseudouridinacion en este ARN estructural, pero que luego es retirada y

por tanto no hace parte del complejo activo.

A partir de los datos de secuencia y de la estructura secundaria modelada a través
del programa mfold, no es posible sugerir interaccién con alguna de las proteinas
reportadas hasta el momento. En ciliados la sub unidad TER se asocia con la

proteina p43 en Euplotes y con p65 en Tetrahymena, las dos proteinas comparten el
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motivo “La” de unién a ARN (Aigner & Cech, 2004; Witkin & Collins, 2004). En
levaduras TER interactla con las proteinas Sm, la proteina Estl y la proteina Ku
(Seto et al., 1999; Hughes et al., 2000; Stellwagen et al., 2003) y en vertebrados,
TER se asocia de manera directa con diskerina e indirecta con Nhp2, GAR1 y Nop10.
De todas éstas, solo las proteinas Sm y diskerina tienen sitios especificos de union
sobre la molécula de ARN y PfTER no los presenta y de las demas, no se han

encontrado proteinas homologas en el genoma de P. falciparum.

5.4 DETECCION DEL COMPLEJO TELOMERASA A LO LARGO DEL CICLO DE
VIDA INTRAERITROCITICO DE P. falciparum.

Para determinar el patron de expresion de los dos componentes del complejo
telomerasa se colectaron parasitos sincronicos en los tres estadios de desarrollo
intraritrocitico: anillos, trofozoitos y esquizontes, se extrajo ARN total para detectar el
transcrito por RT-PCR y se prepararon extractos proteicos para detectar la sub

unidad proteica por western blot.

Los ensayos de RT-PCR nos permitieron establecer que los dos genes se
transcriben durante todo el ciclo de vida, pero presentan un pico de expresion en el
estadio de trofozoito (Figura 42a). La sub unidad proteica fue detectada como una
banda cercana a los 115 Da en extractos citosolicos de los tres estadios. S6lo en
extractos provenientes de anillos se observa ademas de la banda de 115 KDa, una
banda un poco mas pequefia, que no podemos establecer con certeza si

corresponde a un producto de degradacién (Figura 42b).

PfTERT fue detectada por inmunofluorescencia en parasitos en el estadio de
trofozoito y esquizonte (Figura 43), tal vez la cantidad de TERT en el estadio de anillo
es minima, por lo cual no puede ser detectada por fluorescencia, pero si por western
blot. Para el western, se normalizo la cantidad de proteina a 80 ug, ya que con
cantidades menores no se logra la deteccion, lo cual indica que TERT en P.

falciparum es una proteina muy escasa. La actividad, se detect6 por el ensayo TRAP
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no radiactivo y se hizo una estimacion cuantitativa por densitometria (figura 42c).
Aungue la actividad se detecto en los estadios maduros, en trofozoitos es donde se
observa la mayor actividad del complejo.

Nuestros resultados indican que los componentes del nlcleo catalitico de la
telomerasa de P. falciparum son expresados en todas las etapas del desarrollo
intraeritrocitico, pero con un pico de expresion en el estadio de trofos. En el parasito,
la sintesis de ADN comienza alrededor de las 28-31 horas post invasion (estadio de
trofozoito) y continua hasta las 45 (estadio de esquizonte), (Rojas & Wasserman,
1985) lo que coincide con la deteccion de las dos subunidades y con la deteccion de
la actividad telomerasa en estos estadios. Podria ser que los dos componentes se
sintetizan durante el estadio de anillo (0-20 horas post invasién) pero el complejo
podria ser ensamblado y/o activado en los estadios maduros, donde se da la

replicacion de ADN.
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Figura 42: Deteccidn del complejo telomerasa a lo largo del ciclo de vida intraeritrocitico.

a Deteccion de la subunidad ARN y del mensajero de PfTert por RT-PCR. Se utilizaron los
oligos PfTER para la deteccién de la sub unidad ARN y los oligos BCDc, para la deteccién del ARN
mensajero de la subunidad proteica. Como plantilla se utiliz6 ARN total extraido de cada estadio.
b Deteccidn de la subunidad proteica por western-blot. Extractos proteicos obtenidos a partir
de diferentes estadios de desarrollo del parasito se corrieron en geles SDS-PAGE y se
transifiereron a membrana de PVDF. Como anticuerpo primario se utlizé el anti PfTERT 1:300 y
como secundario una anti IgG de conejo conjugado a biotina 1:2000. M: Marcador de peso
molecular. A: Anillos. T:Trofozoitos. E: Esquizontes.

c. Deteccién de la actividad telomerasa mediante el ensayo TRAP. El ensayo de actividad se
llevé a cabo con 1500, 1000 y 500 ng de extracto citosélico de cada estadio de desarrollo. C(-):
Control negativo, se utilizo el extracto de trofos tratado con ARNasa (R) o agua (H). Los productos
fueron separados en gel no denaturante de acrilamida al 15%, visualizados con luz UV luego de
tincién con Sybr Green y analizados por densitometria con el programa Image J.

Por otro lado la proteina detectada con el anti Pf TERT no esta restringida al nacleo,
sino que también esta distribuida en el citosol, lo que concuerda con los ensayos de
western blot, en los que se detecta la banda en extractos tanto de ndcleo como de
citoplasma y con reportes previos en los que la actividad telomerasa fue detectada en
los dos tipos de extracto (Bottius et al., 1998; Sriwilaijareon et al., 2002; Rubiano &
Wasserman, 2005). Sin embargo, en el estudio de Figuereido y colaboradores del
2005, la proteina solo fue detectada en un compartimento nuclear que los autores
suponen es el nucleolo del parasito. Si PfTERT, solo se localiza en este
compartimiento subcelular ¢ Cémo se explica que la actividad telomerasa sea
detectada en extractos preparados en condiciones suaves de lisis, que esos mismos
autores afirman deja intactos los nucleos? (Bottius et al., 1998). Por otro lado,
aunque en un principio se pensaba que hTERT estaba restringida al ntcleo y su
funcidn restringida al mantenimiento de los telémeros, estudios posteriores
demostraron su localizacion en citoplasma y mitocondria, ademas de funciones extra

teloméricas (Yan et al., 2004; Lepreux et al., 2008; Haendeler et al., 2009).

Diferentes estudios han mostrado que la localizaciéon de TERT depende del tipo
celular, la fase del ciclo celular y de condiciones de estrés oxidativo. Asi Yan y
colaboradores al analizar la expresién de hTERT en diferentes tejidos por inmuno
histoquimica observaron que en algunos la localizacién era nucleolar, en células

mitéticas el patron era difuso en toda la célula y en otros, se podia distinguir en forma
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Figura 43 Deteccion de PfTERT por inmunofluorescencia. a Parasitos en el estadio de
trofozoito. b Parasitos en el estadio de esquizontes. Se utilizé una dilucién 1:50 del
anticuerpo contra PfTERT y como anticuepo secundario anti conejo conjugado a
fluoresceina 1:200. La deteccién se hizo en un microscopio de fluorescencia Axiophot Carl

Zeiss.
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de granulos en el citoplasma (Yan et al., 2004). Por su parte Haendeler y
colaboradores analizaron la distribucion de la actividad telomerasas en tres
fracciones subcelulares y encontraron que 60% de la actividad estaba en el nucleo,
20% en la mitocondria y el 20% restante en el citoplasma (Haendeler et al., 2009).

El mismo grupo habia descrito anteriormente la relocalizacion de hTERT de nudcleo a

mitocondria bajo condiciones de estrés oxidativo (Haendeler et al., 2003).

La localizacion de PfTERT en el citoplasma, podria sugerir funciones adicionales al

mantenimiento del teldmero, para ésta proteina.

5.5. BLOQUEO DE PfTER Y PfTERT POR ARN interferente (ARNi)
El ARN interferente es un mecanismo de silenciamiento génico post transcripcional

dirigido por ARNs de cadena doble o dsARNS, presente desde protozoos hasta
mamiferos. La endonucleasa Dicer con actividad ARNasa lll, cliva el dSARN en
pequefios fragmentos de 21-23 pb, que son reconocidos y desenrollados de forma
secuencia especifica por el complejo RISC: ARN-induced silencing complex. El
pequefio fragmento de cadena sencilla es capaz de dirigir la degradacién de un ARN
homdélogo por accién del complejo Argonauta con actividad ARNasaH (Hannon,
2002).

5.5.1 Sintesis de ARNs de doble cadena (dsARN).
Se sintetizaron dsARNSs para cada subunidad del complejo a partir de fragmentos

clonados en el vector pGEMT. Para PfTERT se utilizo el clon pGEMT-1240 el cual
lleva un inserto de 563 pb correspondiente a la region entre 1238 a 1801pb del gen
PfTert y el clon pGEMT-BCD4. Para PfTER se utilizé el clon pGEMT-TER, el cual
lleva inserto de 254 pb correspondiente a la region entre 146 a 400 pb de PfTER
(Anexo 7). El vector pGEMT contiene los promotores T7 y SP6 flanqueando el sitio
de multiclonaje, lo que permite la transcripcidn in vitro de la cadena sentido y
antisentido. La preparacion de los ARNs de doble cadena se llevo a cabo en tres
pasos: Amplificacion por PCR, transcripcion in vitro e hibridacion (Figura 44).
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Figura 44. Sintesis de dsARNs. a Esquema de la sintesis en tres pasos. b Gel de
agarosa al 1% tefiido con Bromuro de etidio. Carriles 1 y 4: ADN plantilla: Producto de
PCR obtenido con oligos Univ y RP25. Carriles 2 y 3: dsARNs contra PfTERT. Carril: 5
dsARN contra PfTER.

5.5.2 Efecto sobre la proliferacion del parasito
Eritrocitos infectados con parasitos en el estadio de trofozoitos jovenes (20-24 h)

fueron incubados con 200 pg/mL de dsARNs de PfTERT, PfTER, y GFP (Green
fluorescent protein) por 30 minutos a 37°C. Los parasitos se regresaron a

condiciones normales de cultivo y se permitié su crecimiento por 24 y 48 horas,

finalizado este periodo de incubacién se determiné el porcentaje de parasitemia por

evaluacion microscopica. A las 24 horas postratamiento, no se detectaron cambios

morfolégicos ni en parasitemia con respecto al control, mientras que a las 48h, lo

equivalente a un ciclo asexual, se detectaron parasitos en el estadio de trofozoitos

jovenes en todos los cultivos, pero un nimero menor en los cultivos tratados con los

dsARNSs para las subunidades del complejo telomerasa (Figura 45).
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Figura 45. Efecto de dsARNSs en la proliferacion de P.falciparum. La parasitemia de cada
cultivo se determind por evaluacion microscépica de extendidos tefiidos con Giemsa. La
parasitemia del cultivo control tratado con agua en lugar de dsARN, fue tomada como el 100%
de crecimiento.El porcentaje de inhibicién se determiné asi: 100-[(PdsX100)/Pc)]. Pds:
Parasitemia cultivo tratado con dsARN. Pc:Parasitemia cultivo control. El resultado mostrado
corresponde a tres experimentos independientes.

Tanto el tratamiento con el dSARN para TERT como para TER, afectd la proliferacion
del parasito, en ambos casos se alcanz6 una disminucion en la parasitemia cercana
al 40% en comparacion al 6% obtenido en los parasitos tratados con dsGFP, control
no relacionado. Cuando los parasitos fueron tratados con los dos dsARNs
simultaneamente, los efectos no fueron aditivos, la inhibicion del crecimiento se
mantuvo cercana al 40%, como cuando se trataron con un solo dsARN. Los
dsARNSs dirigidos contra el fragmento BCD4 del gen PfTert presentaron un efecto
menor sobre el crecimiento del parasito, la inhibicion estuvo alrededor de 30%. Este
porcentaje de inhibicién es similar al reportado en estudios anteriores en los que el
tratamiento con dsARNSs contra falcipaina 2, el factor de transcripcion Myb y la
deacetilasa de histona 1 afecto el crecimiento del parasito en un 30, 48 y 45%
respectivamente (Malhotra et al., 2002, Gissot et al., 2005, Sriwilaijaroen et al.,
2009) . Solo ha sido reportada una inhibiciéon de cerca del 70%, en el caso de

dsARNSs dirigidos contra la nucleasa estafilococal Tudor (Sunil et al., 2008).
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Para determinar si el tratamiento con dsARNs afectaban los niveles del transcrito
correspondiente se llevaron acabo ensayos de RT-PCR. El transcrito de PfTert fue
ligeramente disminuido por el tratamiento con el dSARN correspondiente (Figura 46).
Aungue no se pudo hacer un analisis de tipo cuantitativo, se realiz6 un analisis de
tipo cualitativo. Este tipo de analisis, permite establecer cambios en los niveles del
transcrito en estudio con respecto a un ARN no relacionado. Para esta determinacion
se utilizé el sistema de transcripcion reversa y amplificacién en un solo tubo
(Thermoscript, Invitrogen), se utilizaron 25ng de ARN total como plantilla y los oligos
para detectar PfU4 como control de carga. Se realizaron 25 ciclos de amplificaciéon
con tiempos de anillaje y extension muy cortos, para evitar llegar a la meseta de la
reaccion de amplificacion y asi poder detectar cambios en los niveles de transcrito.
De esta manera pudimos establecer que el dsARN dirigido la subunidad proteica no
afectd la expresion del ARN no relacionado U4, pero si disminuyo el transcrito

blanco, por tanto el efecto del tratamiento es especifico de la secuencia del dsARN

utilizado.
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Figura 46. Efecto de dsARNSs en los niveles del transcrito blanco. Se extrajo ARN de
parasitos tratados con cada dsARN y la deteccién del transcrito se realizé por RT-PCR con
oligos especificos para PITERT y U4. Carril 1: Tratamiento con dsGFP.

Carril 2: Tratamiento con dsTER. Carril 3: Tratamiento con dsTERT;. Carril 4: dsTERT,.
Carril 5: Control negativo. Carril 6: Control positivo: Deteccién de TERT sobre ADN.

El gel se analiz6 por densitometria con el programa ImageJ.

Para establecer el efecto del tratamiento con dsARNSs sobre la actividad telomerasa,

se prepararon extractos proteicos a partir de parasitos tratados. Los extractos se
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ajustaron a 250 ng/uL de proteina y se utilizaron en el ensayo TRAP fluorogénico.
Las curvas de amplificacion y los resultados del analisis cuantitativo muestran que los
dos dsARNSs disminuyeron la actividad telomerasa. El dsARN contra la subunidad
ARN, inhibi6 la actividad telomerasa en un 30%, mientras que el dsARN contra la
subunidad catalitica inhibi6 la actividad telomerasa en un 42.5% (figura 47). (Detalles

del analisis cuantitativo en el anexo 8).

Aunque existe controversia acerca de la utilidad del ARN interferente como
herramienta para el silenciamiento transitorio de genes en Plasmodium (Baum et al.,
2009), esta alternativa metodoldgica ha sido utilizada con éxito en varios estudios
pues presenta grandes ventajas sobre el knock-out de genes. En pocos dias 2 0 3,
se puede tener resultados comparado con los 20 a 30 dias que toma tener
transfectantes estables. Ademas, los knock outs de genes esenciales al no ser
viables, no aportan informacion que permita elucidar su funcion. El uso de ARNi en
P.falciparum permitié la identificacién de genes regulados por el factor de
transcripcion Myb1. También asociar la falcipaina 2, proteasa involucrada en la
digestion de hemoglobina, con otro proceso critico para el parasito como es la
liberacion de los merozoitos al final del ciclo asexual y la confirmacién del papel
esencial la nucleasa estafilococal Tudor y de la histona deacetilasa 1 durante el
desarrollo asexual de P. falciparum (Gissot et al., 2005; Malhotra et al., 2002; Sunil
et al., 2008; Sriwilaijaroen et al., 2009). En nuestro caso, el silenciamiento transitorio
por ARNi nos permitio establecer que los componentes del ndcleo catalitico de la
telomerasa de P.falciparum pueden ser blancos de accion contra el parasito, dado

gue su silenciamiento parcial logra afectar la proliferacion celular.

La inhibicion del complejo telomerasa por ARN interferente hasta el momento solo se
ha descrito para células tumorales humanas. Diferentes estudios han demostrado
gue la actividad telomerasa puede ser reducida con pequeiios ARN interferentes
dirigidos contra la subunidad ARN o contra la subunidad proteica en un 30-50% en
un periodo de 40-48 horas post tratamiento (Kosciolek et al., 2003; Nakamura et al.,
2005; Zheng et al., 2006; Lai et al., 2007; Luo et al., 2009).
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Figura 47. Efecto de dsARNSs en la actividad Telomerasa. El ensayo TRAP se llevd a cabo
en condiciones para deteccion en tiempo real con 250 ng de extracto proteico. Los extractos se
prepararon a partir de pardsitos tratados con cada dsARN. a Curvas de amplificacion.

b Determinacidon Cuantitativa. ¢ Grafica comparativa entre el dsRNA utilizado y la actividad
telomerasa, medida como cantidad de plantilla inicial para la reaccién de PCR.
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Nuestros resultados concuerdan con los reportados para diferentes lineas tumorales
en cuanto a: una proliferacion celular disminuida, una alteracion en los niveles de
transcrito, una dependencia de la secuencia y de manera inesperada, un efecto a
muy corto plazo. Sdélo 48 horas luego del tratamiento, observamos una disminucion
en la tasa de proliferacion. Efecto que no puede ser explicado por la interrupcion de
la funcion clasica del complejo telomerasa, puesto que en principio, la inhibicion
permitiria el acortamiento telomérico y limitaria la capacidad de proliferacion de las
células, pero luego de un largo periodo de tiempo. No obstante, lo que se observo
fue un efecto casi inmediato, lo que sugiere una funcion diferente, adicional a la del

mantenimiento de los telémeros.

En humano, se han propuesto roles adicionales para la telomerasa que podrian
explicar el dramatico efecto de su silenciamiento transitorio por ARNI, entre ellos
estan: funciones anti apoptoticas, promocion del crecimiento celular, reparacion de
ADN, regulacién de la expresion génica y la recientemente descrita: actividad ARN
polimerasa dependiente de ARN (Cao et al., 2002; Li et al., 2005; Masutomi et al.,
2005; Lai et al., 2007; Maida et al., 2009). Para mencionar solo unos ejemplos, Cao
y colaboradores detectaron una rapida aparicion de células apoptéticas al disminuir la
expresion de hTERT en células tumorales de seno, el efecto fue contrarestado por la
expresion ectopica de una hTERT que no podia cumplir con su funcion de extension

telomérica (Cao et al., 2002).

Masutomi y colaboradores encontraron que células que pierden hTERT exhiben una
mayor susceptibilidad a la radiacién, una disminuida capacidad de reparar dafios en
el ADN y cromosomas fragmentados, demostrando que la deplecién de hTERT
debilita la respuesta al dafio (Masutomi et al., 2005). En células HEK 293 el
silenciamiento parcial de hTERT provoco un aumento en la transcripcion de p53 y
p21, proteinas que cumplen funciones claves en diferenciacion, apoptosis y control
del ciclo celular (Lai et al., 2007). Por ultimo, Maiada y colaboradores encontraron

gue hTERT se asocia a una molécula de ARN diferente a hTER y que esta

115



ribonucleoparticula produce ARNs de doble cadena que pueden ser procesadas en

pequefios ARNSs interferentes (Maida et al., 2009).

Ademas, el hecho que hTERT no solo se localiza en el nacleo, sino en el citoplasma
y que presenta una sefial de localizaciéon mitocondrial funcional, refuerza la teoria de
roles mas alla de lo telémeros. En cuanto a P. falciparum, nosotros hemos detectado
tanto actividad telomerasa por TRAP, como la proteina por medios inmunolégicos
tanto en nucleo como en citoplasma, pero estudios adicionales que nos permitan
establecer si los componentes de este complejo estan involucrados en otros

procesos celulares estan aun por abordarse.

5.@ INHIBICION DE LA ACTIVIDAD TELOMERASA EN UN SISTEMA LIBRE DE
CELULAS

Para detectar el efecto de inhibidores sobre la actividad telomerasa se utilizo el
ensayo TRAP convencional junto con el analisis por densitometria, o el TRAP
fluorogénico implementado en este estudio, para hacer un analisis cuantitativo de la

actividad telomerasa.

5.6.1 Oligos antisentido
La region plantilla de la subunidad ARN del complejo telomerasa, debe estar

expuesta para que pueda reconocer el ADN sustrato y comenzar la sintesis de los
repetidos teloméricos, esto la hace un blanco asequible para oligos antisentido. Con
base en la secuencia reportada por Chakrabarti y colaboradores se disefié un oligo
antisentido complementario a la regién plantilla de PfTER (AS1) y como control, un
oligo parcialmente complementario a la region plantilla (AS2). Estos son oligos
hibridos de ADN y ARN, el segmento de ADN es una secuencia no relacionada y el
de ARN es complementario a 1.5 repetidos teloméricos. Como se observa en la
figura 48 solo el oligo AS1, que es 100% complementario a la region plantilla de
PfTER inhibio la reaccion. Con 1.0-1.25 uM la actividad es reducida en un 50%.
Aunque el oligo AS2 es parcialmente complementario (65%), no ejerce un efecto

significativo sobre la reaccion, aun a concentraciones de 5 uM. Ademas ninguno de
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los dos oligos tuvo efecto sobre la actividad telomerasa humana, lo que demuestra
que el efecto inhibitorio del oligo AS1 es especifico para la actividad telomerasa de P.

falciparum.

Plantilla en PfTER: 5’ -CCCUGAACCC-3
OLIGO AS1: TTGTCATCAGGGUUCAGGG
OLIGO AS2: TTGTCATCAGUUCAGGGUUCA

P. falciparum HelLa
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Figura 48: Efecto de oligos antisentido sobre la actividad telomerasa de P.falciparum y
de células HelLa. El ensayo TRAP convencional se realizé en presencia de concentraciones
crecientes de los oligos antisentido. a Gel tefiido con Sybr Green |. b Resultado del andlisis
realizado por densitometria con el programa image J.
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Cabe anotar que aunque los repetidos teloméricos de Plasmodium y humano se
diferencian en una sola base GGGTTT/CA y GGGTTA respectivamente, la secuencia
plantilla de PfTER y hTER son diferentes CCCUGAACCC y CUAACCCUAAC
respectivamente. Como el oligo antisentido puede bloquear solo su complementaria,

constituye una importante via de inhibicion de la actividad del parasito.

Los oligos antisentido han sido utilizados ampliamente para inhibir la actividad
telomerasa de células tumorales, el grado de inhibicion depende del tipo celular, el
tipo de oligo utilizado y la longitud del mismo. Con oligos conocidos como PNASs:
Peptide Nucleic Acid, la actividad fue reducida al 50% con una concentracion de 1nM
(Norton et al., 1996). Mientras que con oligos 2 -O-metoxietil ARN, la actividad fue
reducida con una concentracion de 10nM (Elayadi et al., 2001). En otros casos la
inhibicién se alcanzé con concentraciones del orden micromolar, 2.5 uM con oligos
fosforotioatos de 6 nucledtidos y 5uM con oligos de 20 nt (Mata et al., 1997). En
nuestro caso la inhibicion se alcanzé con 1,0 uM de un oligo 2 -O-metil ARN, lo que

confirma que el efecto depende del sistema analizado.

5.6.2 Inhibidores comerciales
Se probaron tres potentes inhibidores de la actividad telomerasa humana: MST

312%, la porfirina catiénica TMPyP42® y telomestatin, un compuesto de origen
natural obtenido de Streptomyces anulatus 3555-SV4 (Seimiya et al., 2002; Izbicka
etal.,, 1999; Shin-ya et al., 2001). Para determinar el efecto de MST312 y TMPyP4
sobre la actividad telomerasa de P.falciparum se utiliz6 el ensayo de actividad TRAP
fluorogénico, pero realizado en tres pasos y no en dos como es usual. Primero se
llevé a cabo la reaccion de extension en presencia de concentraciones crecientes del
inhibidor a probar. Luego se realizé extraccion y precipitacion de los productos y
finalmente la amplificacion por PCR en presencia del oligo CX FAM . Esta
modificacion fue necesaria ya que estos dos inhibidores bloquean la reaccion de

amplificacion (PCR) mas que la de extensién llevada a cabo por el complejo

% MST: [N,N--bis(2,3- dihydroxybenzoyl)- 1,2-phenylenediamine]
* TMPyP4: (5,10,15,20-tetra-(N-metil-4-piridil)porfirina
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telomerasa (De Cian et al., 2007). Este efecto inhibitorio sobre el PCR también fue
observado en la amplificacion de los repetidos teloméricos de P.falciparum, los
resultados se presentan en el Anexo 9.

Las curvas de amplificacion y el andlisis cuantitativo demuestra que los tres
compuestos afectan la actividad telomerasa de P. falciparum en diferente extension
(Anexo 10). MST 312 no afectd la actividad telomerasa sino a concentraciones muy
altas del inhibidor, se alcanza una inhibicion del 50% con 625 uM (Figura 49). El I1Cs
para el telomestatin estuvo alrededor de 50 uM y para el TMPyP4 alrededor de 5 uM
(Figura 49).

EFECTO DEMST312
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Figura 49. Efecto de MST 312, TMPyP4 y Telomestatin sobre la actividad telomerasa de
P.falciparum. El paso de extension por telomerasa se realiz6 en presencia de
concentraciones crecientes de cada inhibidor. Los inhibidores fueron retirados por extraccion
y precipitacion y la amplificacion se llevé a cabo por PCR en tiempo real. La actividad
telomerasa, medida como cantidad de plantilla inicial para la reaccién de PCR, se evalud en
funcién de la concentracién de inhibidor.
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De MST312, no se sabe cual es su mecanismo de accion, fue desarrollado con base
a la estructura del EGCG?’, compuesto de origen natural presente en el té verde, que
presenta propiedades antitumorales, anti inflamatorias y antioxidantes. De una serie
de compuestos similares en estructura, el MST312 fue el que presenté mayor efecto
inhibitorio sobre la actividad telomerasa humana, el ICso reportado para células U937
(Leucemia) es de 670 nM (Seimiya et al., 2002), efecto que contrasta con su baja

capacidad para inhibir la actividad telomerasa de P. falciparum.

El TMPyP4 y telomestatin fueron descritos inicialmente como agentes estabilizantes
del G cuadruples (Izbicka et al., 1999, Shin-ya et al., 2001). Su efecto inhibitorio, en
principio, lo ejercen secuestrando el extremo de ADN de cadena sencilla, requerido
para la actividad de transcriptasa reversa. El extremo protuberante 3’ es rico en
guanina y estudios tanto in vitro como in vivo han mostrado que puede adoptar
estructuras conformadas por cuatro cadenas denominadas G-cuadruples (Chang et
al., 2004, Paeschke et al., 2005). Moléculas pequefias que se unen y estabilizan

esta estructura impiden el acceso de la telomerasa a su sustrato.

En el ensayo de actividad in vitro se utilizan dos tipos de sustrato, el oligo TELO3; que
consta de 3 repetidos teloméricos (TTAGGG)3y el oligo TS que lleva sélo 3 bases del
repetido telomérico en el extremo, precedida por una secuencia no relacionada
(AATCCGTCGAGCAGAGTT). En el caso de P.falciparum solo el oligo TS puede ser
extendido por el complejo telomerasa. Aunque este oligo no puede formar estructuras
en G-cuadruples, una vez han sido adicionados cuatro repetidos si lo puede hacer,
por tanto los ligandos que se unan y estabilicen esta conformacion pueden bloquear
la adicion del siguiente repetido (Figura 50). De esta manera la reaccién de PCR
también puede ser inhibida, ya que el ligando se une de manera muy fuerte al
producto de extension y bloguea la accion de la polimerasa o el anillaje del oligo CX
(Cian et al., 2007). De hecho, Cian y colaboradores demostraron que el efecto

inhibitorio de algunos ligandos de G-cuadruples habia sido sobre estimada al evaluar

2 EGCG*":epigalocatequina galato: (2R,3R)-2-(3,4,5-Trihidroxifenil)-3,4-dihydro-1[2H]-benzopirano-
3,5,7-triol-3-(3,4,5-trihidroxybenzoato)
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su efecto mediante el ensayo TRAP, pues la inhibicién tenia lugar durante la
amplificacion y no durante la extension por telomerasa (Cian et al., 2007). Asi por
ejemplo el IC5q para el telomestatin determinado por TRAP es de 0.7 nM, comparado
con 900 y 1150 nM cuando fue determinado por el ensayo directo (ensayo en el que

el paso de amplificacion es eliminado) con el oligo TELO3 y TS respectivamente.

En nuestro caso ocurrio algo similar con TMPyP4, cuando evaluamos su efecto sobre
la actividad telomerasa de P.falciparum mediante el TRAP en dos pasos, el ICsg
estuvo alrededor de 125 nM, pero en el ensayo en el que los ligandos son retirados
por extraccion y precipitacion antes de la amplificacion fue de 5 uM. El ICs reportado
para este ligando en el ensayo directo con el oligo TELO3 es de 710 nM (Cian et al.,
2007), este es uno de los inhibidores mas potentes de la actividad telomerasa
humana y el ligando que tuvo mayor efecto sobre la actividad telomerasa de
P.falciparum. Realizar el ensayo de actividad directo, para determinar lo valores de
ICs0 no fue posible dado que requiere alta sensibilidad provista por un nucleétido

radioactivo, lo cual no estaba a nuestro alcance.

0 ligand

Telomerase elongation

(30°C)
5 - 3 0 Q'sm':l ¢ —! PCR elongation (72°C)
‘- 5 | hybridization (50-60°C)

Figura 50. Representacion de la capacidad inhibitoria de los estabilizadores del G
cuédruplex. a Secuestran el oligo sustrato de la telomerasa. b Bloquean el paso de la Taq
polimerasa o el anillaje del oligo antisentido. Tomado de Cian et al., 2007.
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Como el efecto inhibitorio de TMPyP4 y telomestatin sobre la actividad telomerasa
reside en la capacidad de estabilizar las estructuras en G-cuadruples de la secuencia
telomérica y hasta el momento no se habia determinado si el extremo protuberante 3’
del teldomero de Plasmodium podria adoptar este tipo de conformacion, decidimos
determinar si un oligo que simula el ADN telomérico de cadena sencilla, cambia su
conformacion, en presencia de estos dos ligandos. Para ello utilizamos ensayos de
retardacion en gel o EMSA aprovechando el hecho que oligos que adoptan
estructuras en G-cuadruples migran mas rapido que el oligo en su conformacion
lineal (Henderson et al., 1987). El oligo Tel Rep G, que contiene cuatro repeticiones
teloméricas d[GGGTTCA]4, fue incubado en presencia de concentraciones
crecientes de los dos ligandos a temperatura ambiente por 30 minutos. Con una
concentracion de 100 nM de telomestatin, aparece una banda de mayor movilidad y
su intensidad incrementa en forma dependiente de la concentracion (Figura 51). Con
el oligo Tel Rep C [TGAACCC]4, no se observd cambio alguno en la movilidad, lo
que indica que los repetidos ricos en guaninas estan relacionados con la aparicién de
la banda de mayor movilidad. Con TMPyP4 la conversion del oligo lineal a la
conformacién en G-cuadruples no se detectd, aun a concentraciones mayores a 10
uM (Figura 51). Resultados similares fueron reportados por Kim y colaboradores
guienes encontraron que tanto el telomestatin como el TMPyP4 favorecen la
formacion de estructuras en G-cuadruples, sélo que el telomestatin favorece la
formacion de estructuras intramoleculares en oligos que simulan el ADN telomérico
humano (como las detectadas aqui), mientras que el TMPyP4 favorece la formacion

de estructuras intermoleculares (Kim et al., 2003).

Con el oligo que simula el telomero humano (GGGTTA),4 la conversion total de la
conformacion lineal a la de cuadruples se logra en presencia de 0.1 uM de
telomestatin (Kim et al., 2003), mientras que con esta misma concentracion apenas
se alcanza a detectar la formacion del cuadruples con la secuencia de P.falciparum,
esta diferencia de “afinidad” por el sustrato telomérico podria explicar la diferencia en
el efecto sobre el ensayo de actividad.
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(GGGTTCA), (TGAACCC),
Telomestatin TMPYP4 Telomestatin TMByP4
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Figura 51. Efecto de telomestatin y TMPyP4 en la formacion de G-cuadruplex. 200 fmoles
de oligo biotinilado [GGGTTT/CA], o [CCCAAA/GT]4 fueron incubados en presencia de
concentraciones crecientes de Telomestatin o TMPyP4. La reaccién de unién se corri6 en gel
no denaturante de acrilamida al 12%, se transfiri6 a membrana de nylon y se detecto con el
sitema quimioluminiscente LightShift de Pierce.

Deteccion del extremo protuberante 3' en el ADN de P.falciparum

Hasta aqui habiamos establecido que ligandos del G-cuadruples inhiben la actividad
telomerasa en un sistema libre de células y que un oligo que simula la cadena
sencilla del teldmero de P. falciparum puede adquirir la conformacién en G-
cuadruples, pero la pregunta ahora era si realmente el extremo protuberante 3' en el
ADN del parésito adopta esta conformacion en presencia de estos dos ligandos. Para
detectar el ADN telomérico de cadena sencilla se llevo a cabo una hibridacion en
solucion, ADN gendmico intacto se incub6 con el oligo biotinilado Tel rep C, oligo
complementario a 4 repetidos teloméricos. Como se observa en la figura 52, con 2.5
ug de ADN gendmico y 10 picomoles de oligo biotinilado fue posible detectar el ADN
telomérico de cadena sencilla. La deteccion se mantuvo en presencia de un exceso

de oligo no relacionado, lo que indica que la sefial es especifica.

Figura 52. Deteccion del extremo protuberante 3’
en el ADN gendmico del parasito. 2.5 ug de ADN
intacto se incubaron por 16 horas con el oligo
complementario al extremo protuberante 3’ a 50°C.
Esta reaccion se corri6 en gel de agarosa al 1% y se
visualizé con luz UV luego de tincion con bromuro de
etidio para la deteccion del ADN total. El gel se
transfiri6 a membrana y la sefial de hibridacién se
revel6 con el sistema quimioluminiscente LigthShift de
Pierce. Carriles 1y 2: ADN + Oligo TEL REP C. Carril
3: ADN + Oligo TEL REP C + 100 pmol de Oligo T7.

ADN Total Extremo Protuberante 3’
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Implementado este sistema de deteccion, estudiamos el efecto de telomestatin y
TMPyP4 sobre el extremo protuberante, para ello la hibridacién en solucion del ADN
gendmico y el oligo complementario Tel Rep C, se llevo a cabo en presencia de los
ligandos, si los compuestos favorecen formacion del G-cuédruples, se bloquea la
hibridacion vy la sefial disminuye. En presencia de TMPyP4, se observé un cambio en
la movilidad del ADN, la desaparicion de la sefial con bromuro de etidio y la
desaparicion de la sefial de hibridacion. Ya que se ha reportado que este compuesto
se intercala en el ADN (lzbicka et al., 1999), se podria pensar que durante la
hibridacion el ligando no solo se unié al ADN de cadena sencilla, sino a otros sitios
en el ADN de manera que bloqued la tincion posterior con bromuro de etidio y la
deteccion del extremo protuberante. En presencia de 10uM de TMPyP4 la sefial del
ADN total disminuye en un 90%, mientras que la sefial de hibridacion disminuye
alrededor del 5%, con concentraciones de 12.5 y 25 micromolar las dos sefiales son

abolidas por completo (Figura 53).

La presencia de 25 uM de telomestatin afecto la hibridacion en un 50%, efecto muy
pobre, comparado con el efecto que produce en el ADN telomérico humano. En
presencia de 1uM de telomestatin la deteccion del extremo protuberante 3’
disminuye en un 90% (Gémez et al., 2004). Estos resultados indicarian que el
telomestatin tiene mayor afinidad por el ADN humano que por el de Plasmodium, por
lo cual su efecto inhibitorio es mayor sobre la actividad telomerasa humana que

sobre la actividad telomerasa de P. falciparum.
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Figura 53. Efecto de ligandos del G-cuadruplex en el extremo protuberante 3’.

La hibridacion en solucién de ADN gendmico y el oligo Tel Rep C se llevé a cabo en presencia
las concentraciones indicadas de cada compuesto. ADN total: tincién con bromuro de etidio.
Extremo protuberante 3’: Deteccion quimioluminiscente del extremo 3’ luego de hibridacién
con oligo el biotinilado.

a Deteccidén de cambios en movilidad y tincién del ADN en presencia de TMPyP4.

b Deteccion de cambios en la sefial de hibridacién por tratatmiento con los ligandos.

¢ La sefial de hibridacion se analizé por densitometria.Se calcul6 el porcentaje de inhibicion
con respecto al ADN control, al cual se le adicion6 agua en lugar de inhibidor.
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5.7 EFECTO DE INHIBIDORES DE TELOMERASA SOBRE EL CULTIVO
CELULAR

Para determinar el efecto de los dos ligandos del G-cuadruples en células
completas, parasitos de la cepa FCB-2 fueron cultivados en presencia de
concentraciones crecientes de cada inhibidor por 72 h. La parasitemia del cultivo
control y de los cultivos tratados fue determinada por examen microscoépico. Los dos
ligandos afectaron el crecimiento del parasito pero en diferente extension, con
telomestatin se alcanzo6 una inhibicion del 50% con 5uM del inhibidor, mientras que
con TMPyP4 se alcanzé con una concentracion de 35 uM (Figura 54). El ICso
reportado para estos dos compuestos depende de la linea tumoral analizada, pero
por lo general se encuentran entre 0.5-1 uM para telomestatin y entre 30-60 uM para
TMPyP4 (Izbicka et al., 1999; Liu et al., 2005; Mikami-Terao et al., 2008; Mikami-
Terao et al., 2009).

EFECTO DE INMHIBIDORES DE TELOMERASA EN EL CRECIMIENTO DEL
PARASITO
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Figura 54. Efecto de inhibidores de telomerasa en el crecimimento del parasito.

La parasitemia se determind por examen microscépico de extendidos tefiidos con Giemsa. El
porcentaje de crecimiento se calcul6 con base en la parasitemia en el cultivo control, al cual se
adicion6 agua en lugar de inhibidor asi: P=[ (Pt*100)/Pc]. Pt: Parasitemia del cultivo tratado. Pc:
parasitemia del cultivo control. La grafica muestra el resultado de tres experimentos
independientes.
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El telomestatin tiene un efecto potente sobre el crecimiento del parasito, tan solo con
5uM del inhibidor se alcanzo6 una reduccion del 50% de la poblacion en el dia 3y
para el dia 6 la reduccion llegé al 83%, sin embargo el pobre efecto que tiene este
inhibidor sobre la actividad telomerasa de P. falciparum en el sistema libre de células
y la baja asociacion con el extremo protuberante detectada en este estudio, sugiere
un efecto mas alla de los telomeros. EI TMPyP4, tiene un efecto moderado en el
crecimiento del paréasito, aunque no reduce la poblacién de una forma tan drastica
como el telomestatin, si se observa un efecto a corto plazo. El tratamiento con 100uM
de TMPYP4 afecté en gran manera el crecimiento del parasito para el dia 3 y para el
dia 6 ya no se detectaron parasitos, mientras que a esta misma concentracién aun se

encuentran células humanas viables (Liu et al., 2005, Mikami-Terao et al., 2009).

En un principio, se suponia que los ligandos del G-cuadruples secuestraban el
extremo protuberante 3' impidiendo el acceso de la telomerasa a su sustrato, lo que
promovia el progresivo acortamiento telomérico, provocaba la senescencia replicativa
y finalmente conducia a muerte celular, este es un efecto lento y evidente a largo
plazo, sin embargo, lo que se observé posteriormente fue un efecto a muy corto
plazo, similar a lo observado en este estudio. Este efecto a corto plazo descrito para
diversas lineas tumorales humanas se ha asociado con la degradacion y/o
modificacion del extremo protuberante 3' en el caso de telomestatin (Gémez et al.,
2004; Gomez et al., 2006a,b). Y con la induccién de la inestabilidad cromosomal,
induccion de apoptosis y alteraciones en regulacion de la transcripcion génica en el
caso de TMPyP4 (Kim et al., 2003; Liu et al., 2005; Mikami-Terao et al., 2009;
Grand et al., 2002).

El tratamiento de células HT1080 (fibrocarcinoma) con 2 uM de telomestatin produjo
cambios drasticos en la estructura del telomero: promovio la degradacion rapida del
ADN telomeérico de cadena sencilla y por tanto la remocion de Potl, principal proteina

de unién al extremo protuberante 3’, también promovié el acortamiento de la region
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de cadena doble con la consecuente remocion de TFR2. El tratamiento con este
ligando produjo la desproteccion del ADN telomérico (uncapping) que finalmente llevo

a la activacion de las vias de respuesta a dafios en el ADN (Gomez et al., 2006a).

La inestabilidad cromosomal inducida por tratamiento con TMPyP4 fue observada en
embriones de erizos de mar y en lineas celulares de carcinoma pancreatico (células
MiaPaCa). En embriones tratados con 10uM del ligando, se observaron cromosomas
difusos, que segregaban anormalmente y multiples cromosomas fusionados (Izbicka
et al., 1999), este es un efecto similar al causado por deficiencias en la proteina de
unién al teldbmero TFR2. Esas aberraciones cromosomales podrian ser suficientes
para inhibir la proliferacidon celular y explicarian el efecto a corto plazo del tratamiento
con TMPyP4.

Por otro lado, el tratamiento de lineas tumorales de retinoblastoma con TMPyP4 por
72 h produjo una disminucion del crecimiento que coincidié con la induccién de
apoptosis. La induccion de apoptosis estuvo asociada a un incremento en la
expresion del factor de respuesta al dafio H2AX, de p53 y la activacion de proteina
quinasas activadas por mitégenos (Mikami-Terao et al., 2009).

Un interesante efecto del tratamiento con TMPyP4 es la regulacion de la
transcripcion génica, Siddiqui-Jain y colaboradores demostraron que un segmento de
la region promotora de c-MYC puede adquirir una estructura en G-cuadruples, la cual
funciona como un elemento represor de la transcripcidén y que la actividad del
promotor puede ser modulada por ligandos que estabilizan esta estructura, como el
TMPyP4 (Siddiqui-Jain et al., 2002). Ademas, el tratamiento de células HeLay
células MiaPaCA por 48 horas con 100uM de TMPyP4 causé una disminucion en los
transcritos de c-MYC, de los genes relacionados con este factor de transcripcion y de
hTERT, cabe notar aqui que c-Myc es el principal regulador de la transcripcién de
hTERT (Grand et al., 2002). En células K562 (Leucemia) el tratamiento con el
ligando inhibi6 el crecimiento celular y afecto la transcripcion de 87 genes, 33 fueron
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regulados de manera positiva y 54 de manera negativa, entre ellos c-Myc (Mikami-
Terao et al., 2008).

En cuanto al efecto producido por estos ligandos en P.falciparum, estudios que
permitan esclarecer el mecanismo de accién aun no han sido abordados. Sin
embargo, recientemente en el genoma del parasito fueron identificadas 63
secuencias no teloméricas que podrian adoptar conformaciones en G-cuadruples o
PQS (Putative G-cuadruples Sequences). 37 se encontraron en regiones inter
génicas y 16 de esas PQS se encontraron en regiones corriente arriba de un grupo
de genes var. Los genes var codifican para la proteina PfEMP1, el principal antigeno
variante de superficie que juega papeles claves en la patogenicidad y evasion de la
respuesta inmune en malaria (Smargiasso et al., 2009). Por tanto, las otras 21 PQS,

podrian ser blancos potenciales de accién de estos ligandos.

Andlisis preliminares, no detectaron cambios en el patron de proteinas en parasitos
tratados con 35uM de TMPyP4, pero si se observé un aumento en dos proteinas en
parasitos tratados con 5uM telomestatin (Figura 55). A qué proteinas corresponden
estas dos bandas y si realmente su “aumento” es consecuencia del tratamiento con

telomestatin esta aun por definirse.

Los resultados de esta seccion muestran que los agentes estabilizadores del G-
cuadruples afectan el crecimiento del parasito en un periodo de tiempo muy corto,
por tanto podrian tener otro mecanismo de accion a parte de la disminucion de la
actividad telomerasa por bloqueo del extremo protuberante 3’, como ocurre en

células tumorales humanas.
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Figura 55. Efecto del tratamiento con Telomestatin
y TMPyP4 en el patron de proteinas del parasito.
Parasitos de la cepa FCB2 fueron cultivados por 72 h
en presencia de telomestatin 5uM y TMPyP4 35 uM.
Los parasitos fueron liberados del eritrocito, lavados
con PBS y resuspendidos en buffer de carga para
SDS-PAGE. Carril 1: Cultivo control, se adicioné agua
en lugar del inhibidor. Carril 2: Paréasitos tratados con
Telomestatin. Carril 3: Cultivo Control. Carril 4:
Parasitos tratados con TMPyP4.
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6. CONCLUSIONES
Se produjeron dos proteinas recombinantes a partir de un fragmento del gen PfTert.

Las proteinas PinPoint-PfTERT de 62 y pThio-PfTERT de 38KDa, contienen el
fragmento de PfTERT que va desde el aminoacido 1441 a 1811y 1607 al 1811

respectivamente.

Se generd un anticuerpo especifico contra la sub unidad proteica del complejo
telomerasa de Plasmodium falciparum. El anticuerpo reconoce las dos proteinas
recombinantes producidas en este estudio y una banda de 115 KDa en extractos
proteicos de P.falciparum.

La subunidad proteica de la telomerasa, fue detectada durante todo el ciclo de vida
intraeritrocitico del parasito como una banda alrededor de 115KDa en ensayos de
western blot. La definicion de la banda de 115 KDa como PfTERT se basa en 3
evidencias:

-El anticuerpo reconoce de manera especifica dos proteinas recombinantes
producidas en dos sistemas de expresion procariote diferentes.

-No hay proteinas en la base de datos de Plasmodium que puedan explicar la
deteccién a esta altura. Aunque el anticuerpo podria reconocer 50 proteinas
diferentes ninguna de ellas presenta una masa molecular entre 110 a 120KDa.

- La misma banda fue detectada por un anticuerpo heterélogo dirigido contra la

proteina de Leishmania major.

La reconstruccion del trascrito de PfTERT por RT-PCR, sugiere la presencia de por
lo menos 2 intrones en las regiones entre 3192 a 4325 pby 5436 a 5785. Estos
fragmentos son amplificados a partir de ADN gendmico, pero no fueron detectados a
partir de ARN total. Este resultado comprueba una vez mas la necesidad de

corroborar experimentalmente, resultados obtenidos por bioinformética.

PfTERT fue detectada por ensayos de inmunofluorescencia en parasitos maduros

(trofozoitos y esquizontes) en forma difusa en toda la célula. Su localizacion extra
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nuclear, concuerda con su deteccidn en extractos nucleares y citosolicos en ensayos
de western blot y con la deteccion de la actividad telomerasa en estos dos tipos de

extracto.

Los dos componentes del nucleo catalitico de telomerasa fueron detectados a 1o
largo del ciclo de vida intraeritrocitico. Tanto la expresion de la subunidad ARN, como
la actividad telomerasa aumentaron en el estadio de trofozoito, estadio en el cual se
inicia la sintesis de ADN.

Se establecié la presencia de un cap hipermetilado en el extremo 5’ de la subunidad
ARN del complejo telomerasa de P.falciparum, esta estructura es tipica de los
snARNSs del empalmosoma y también ha sido descrita para la subunidad TER de

vertebrados y levaduras.

PfTER se asocia a diskerina en extractos proteicos del parasito. Esta asociacion
podria ser indirecta y temporal. Indirecta pues PfTER no presenta la caja H/ACA,
motivo que le permitiria ser reconocido por diskerina. Temporal, pues no se encontré
asociacion entre diskerina y el complejo telomerasa activo. La asociacion PfTER-
diskerina podria ser necesaria para la pseudouridinacién de la molécula de ARN,
como ocurre con otros ARNs no codificantes.

El tratamiento de parasitos con dsARNs dirigidos contra la subunidad ARN y el ARN
mensajero de PfTERT afectd el crecimiento del parasito, los niveles del transcrito
respectivo y la actividad telomerasa en un periodo de 48 horas. Este efecto a corto
plazo sugiere que los genes son esenciales para el desarrollo del parasito y que

cumplen funciones adicionales al mantenimiento de la longitud telomérica.
La actividad telomerasa de P. falciparum es susceptible a inhibidores de la actividad

telomerasa humana pero en diferente extension. El MST-312 poderoso inhibidor de la

actividad telomerasa humana present6 un débil efecto inhibitorio en el ensayo TRAP.
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El ICso estimado fue de 625 uM, tres ordenes de magnitud mas que el reportado en

células tumorales humanas de 670 nM.

La actividad telomerasa de P. falciparum puede ser inhibida por compuestos que
estabilizan estructuras en G cuadruples como el TMPyP4 y el telomestatin. La
porfirina catidnica mostré un potente efecto inhibitorio con un ICsp de 5 uM, mientras

que el telomestatin mostré un efecto inhibitorio moderado con ICsy de 50 pM.

El extremo protuberante 3’ del telédmero de P.falciparum puede adquirir una
conformacién en G-cuadruples en presencia de ligandos como el TMPyP4 y

telomestatin.

La presencia de telomestatin y de TMPyP4 inhibe el crecimiento del parasito en tan
solo un ciclo celular asexual, lo cual sugiere que estos dos compuestos se asocian
con otras estructuras diferentes al ADN telomérico o interfieren con otras rutas vitales
para el parasito y no solo con la elongacion del ADN telomérico via telomerasa.
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7. ANEXOS
7.1 SECUENCIA DE PfTERT o PF13_0080.

Con una flecha se indica la ubicacion de los oligos utilizados para la amplificacién por

PCR de fragmentos utilizados en la generacion de las proteinas recombinantes.

CajaT 3026 BCD5

Otros fragmentos amplificados: Fr1240 CajaTc BCDc

MDKNITYKEKESQONYTINNNLLNDQLLYYNKTYQONNVNTHIYSNDNKTPIIANQCIDIHNRVSDPTRKNI
FYHSINSLSYEASLNIFHYNNLTQHTTYIDTPNKSQTCINSPMOHEIDEHSNNELKNQKCTQYEYVDNVC
TTNKNISNDNISDKCITTKNIPLKYHINKKYKYLLKKKYHTMYTNNDHSYGKYLYLVQCSGRILKNDEFFK

DMKQIQEERKKYTSNIKINSEYTNNITIINNNNNNNNNNNNNNNNVHGEFGHINNLESSNEFPSSNISSCTN

YTEKNDKLTHIRETSLLITENSSKKDKLLPEIDFFSEDRKEKSSSVGYDXKKKNXSNIKRFHNKINRTKE
EKKKKWNKIIINRNNILQHNTTNKCKTFLFNKHIIFDKIENNNIPLFIYDLLNYIFKSDQTYFYHNNFID
—
EYKQKICKQIKCSTKKND I SHMBORKENHLFHVOKLENNYKHPNINKQLRKTKILKYVYNYFKEFINNV
INTKFGKIYRKFFPRKHILNKIHKIFKIIRLOITKKYRI INIRMNRKF IKQKVYDTFFKNYDFLSFSFKT
—
YKIINFMVYITKKCIPIKLLGSKHNFKIFLKNVKKFLLENYKESFSLNQVMKNIKVKNIFQKKISKYNIK
NRILLKNIFDNNYENKILHRNNKEIITNINDNIKIYNKKNDNLNNSFKIKTTLENKLRRKYFNKIKKINI
—» «—
AIQKRHLMNRLIYFLFNYFIMPLIRRFFFLTSHOMEHKT I FFDRKIWNHFTKISNFCLYHQIFRNKKLK
KRNE PKMDYVONMFNVKKKGEKIKTNKY I FTKKMKKKSTNKC INNKFSKKC I PKKKKKNL Y [NBRENN T F

—
TKKDMEKKSKTNNLINKSIDNLYKLKEINKKSVRPY IKKFYYKIKKKYFALKKMY THMRMAKEEKSNTKL

ERAFKHFFIFAQEKEHILKYFSSHEFFONRKINYGKRENKLIHRIKNITIKQONSGIVKNKDKTFLHLIKNK

SNKNNNNKKKNKNNYNNNNINNNNNNNNNNNINNNNNNKCKLSNSKRYNIRNNNNNKKAKNNEKNNIDDS

NLEKKKKKIYIYKIKNIIEKRNFMLKLNSINHFISKKLRINWIPKKKGLRPLINLSTLNBEEMRORIFE
«—
ILKSKKSSEFYFHNILNNLEREKKDKNIKKRKKYNKKNFNPVSLNNICNFSLKCLGNMRHNNNSLFKNTL
TKTGEIELKLKKWLHY LKNWFYKKKRMKKY IKNKLKNNKKIYAYICIGDFSNCYEHINHNYLFKILKNFF
DNINNFEFIYLFKRSFRLYNKNLNNSFLSYYPVNVKSFGLHYIRNLRELIIKSHLNDNHHFLLNOMFKTK
SKSDLYIFADSYKSLQVDKRDIFMTIITVIRYYYLNIYFSIKEFKLNRKNIFYFQIFQENQMKGVYLSVR

DKKRVENIKKWYLNSMKKINHDEILESLKNSSININNKNFMICTNHEQDTEEKGNTONKEKHDIYIGPIY

NNSEDSTTTTHSSNNYKGNNIHVSGDYKNDGLLHKGNNSMNECYVKDIKCNNNNNNNNNNNNNNINNSYN
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—
KLNCVTNNSKNDIIKYHKTIDTDNSKNHTYFKNKFLNFLDKKIISNIYGLPQGFSLSNILCSLYYAYLDK

NEEFQNLLYSEKQINNKYFLANGTCNYFNLNSLILRFIDDFLFITLNKKNIKIFKNLLLKKKIWEZEEES
SKTKIFKIPLIYKNDLLIYNFONKYQKKKYKIKNKKKIQSVRNKRIHNQLVNANKKKHTSVQKDKINKY I
NLIHPTIQKNDSVLSSNSIMNFERIYIKESHKSNSSIRTDIPNSVVNDDIEYNQKSDNNSYSTNNLYNNI
NMTONGDNNNVNIFKHVONDSFQCENSNNLY IEKDIKENNISQINRKLCSKRNFTKKSRKINTLTYLQID
KVIKILKCKKKYIKHIKKMKYMNNFONFKKLKKLOKFHNASFELKINKINKNIRRLNKLKKRKNHSINIT
PVTSIEWLNNSYTEDEFINNSIQSTSYPWKNKCDATIRNHLHLHNVIIDKNNKTYFMKNLVENRIVRNIIS
KOKKCOSLYKNKONVYFCYKNNFSLLKSSILKFICCIKTLKKMENAFTNSTYNTKFILFLISYMNKMLIK

NKKLKEFVKLFLIQTAIEAFRYARIFNQODSEFYPCLOQHFRKIKKRLINKYKIGHNKNLLREFFFLENEFIKK

ELYNSWPYMEFKIKN
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7.2. ESTRATEGIA DE CLONACION EN EL VECTOR DE EXPRESION PinPoint.

e El pldsmido recombinante pGEMT-BCD4 se digirié con las enzimas Hindlll y
BamHI presentes en el inserto.

¢ Elinserto purificado se ligé al vector PinPoint, previamente digerido con las
mismas enzimas.

e El pldsmido recombinante se utilizé para transformar bacterias Escherichia coli
cepa JM109.

e Las colonias recombinantes fueron rastreadas por PCR con iniciadores
especificos para el inserto.
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7.3. ESTRATEGIA PARA LA CLONACION EN EL VECTOR pTHIO HIS

e El plasmido recombinante pPGEMT-BCD4 se digiri6 con la enzima Bglll
presente en el inserto y con la enzima Pstl presente en el vector.

e Elinserto purificado se ligé al vector pThio His A, previamente digerido con las
mismas enzimas.

e El pldsmido recombinante se utilizé para transformar bacterias E. coli cepa
Topl0.

¢ Las colonias recombinantes fueron rastreadas por PCR con oligos especificos
del vector pThio-His.
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7.4. PROTEINAS SIMILARES A TIOREDOXINA REGISTRADAS EN LA BASE DE
DATOS DE Plasmodium.www.plasmodb.org .

Se muestran todas las proteinas similares a tioredoxina que podrian ser reconocidas

por el anticuerpo dirigido contra la proteina recombinante pThio-PfTERT.
Gen: Numero de identificacion en plasmodb. Descripcién: Nombre de la proteina.

MW: masa molecular en daltons.

Gen Descripcion MW
MAL7P1.88 Proteina similar a tioredoxina 53378
PFIO790w tioredoxina reductasa 3 20812
PFI0945w tioredoxina, putativa 23657
PFI1170c tioredoxina reductasa 68698
PFI1250w Proteina similar a tioredoxina 2 14778
PF10 0066 tioredoxina, putativa 23190
PFLO725w tioredoxina peroxidasa 2 24681
MAL13P1.159 tioredoxina, putativa 23317
MAL13P1.225 tioredoxina 18630
PF13 0272 Proteina relacionada con tioredoxina 23988
PF14 0368 tioredoxina peroxidasa 1 21807
PF14 0545 tioredoxina, putativa 11716
PF14 0590 Proteina similar a tioredoxina 14424
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7.5. PROTEINAS QUE PRESENTAN ALGUN TIPO DE SIMILARIDAD CON
pThio-PfTERT
La secuencia de la proteina recombinante pThio-PfTERT se enfrent6 contra la base

de datos de Plasmodium mediante la herramienta BLAST disponible en

www.plasmodb.org. 50 proteinas muestran algun tipo de similaridad con la proteina y

por tanto podrian ser reconocidas por el anticuerpo dirigido contra pThio-PfTERT.
Entre estas 50, se buscaron proteinas con una masa molecular relativa entre 105y
125 KDa, sélo tres proteinas presentaron tamafos en este rango, ninguna de ellas
alrededor de 115 KDa. Se muestra el score o puntaje y el valor de P, que indica la
probabilidad que el hallazgo se halla dado por azar. Se resaltan tres proteinas con

su masa molecular en daltons.

Gen Score P(N) MW
-PF13 0080 1115 0.0
-PF14_0050 106 8.4e-05 124103
-PFD0690c 99 0.00084
-PFLO975w 94 0.0012
-MAL7P1.131 90 0.0012
-PF08_0090 96 0.0015
-PF14_0115 92 0.0022
-PF13_0169 91 0.0026
-PFI1587¢c 94 0.0026
-PF08_0032 91 0.0028
-PFE1160w 93 0.0030
-MAL13P1.41 94 0.0030
-PFL0880c 95 0.0036
-MAL13P1.264 75 0.0043
-MAL13P1.133 97 0.0050
-MAL13P1.286 92 0.0059

F14_0186 90 0.0074
-PF14_0023 86 0.0078 105729
-PF14_0463 77 0.0096
-PF10_0250 86 0.011
-PF13_0352 76 0.011
-PF14_0116 84 0.012
-PF07_0041 78 0.012
-PF10_0137 82 0.012
-PF10_0188 88 0.012
-PF10260c 99 0.014
-PFL2285¢c 85 0.019 105157
-PF11_0086 93 0.019
-PF14_0183b 85 0.019
-PFLO0605¢ 84 0.020
-PF14_0465 80 0.021
-PFL1650w 88 0.022
-PFE1555¢ 89 0.023
-PFI0795w 85 0.025
-MAL13P1.292 82 0.032
-PF14_0614 85 0.033
-PFE0590w 82 0.033
-PFD0585¢ 86 0.034
-PFD0285¢ 88 0.036
-PF14_0594 71 0.036
-PF10_0205 90 0.036
-PF08_0114 87 0.036
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-PF07_0120 87 0.036

-PF11_0418 67 0.038
-PF11_0233 73 0.038
-MAL13P1.550 76 0.041
-PF14_0123 87 0.042
-PFD0870w 81 0.045
-MAL7P1.30 87 0.046
-PF14_0318 850 0.048

Alineamiento de las 3 proteinas con masa molecular entre 105y 125 KDa y PITERT

PF14 0050 length=1025
Score = 106 (42.4 bits), Expect = 8.4e-05, P = 8.4e-05
Identities = 49/209 (23%), Positives = 90/209 (43%)

Query: 7 NKNLNNSFLSYYPVNVKSFGLHYIR--NLRELIIK-SHLNDNHHFLLNOMFKTKSKSDLY 63
N N NN+ + + + + + +HYI N++ + K +H+N + N FK ++
Sbjct: 690 NNNNNNN--NIHNIIINNNNIHYINSDNIKNVDFKEFNHMNSS-----— NNSFKLLKHKNIC 742
Query: 64 IFADS-YKSLQVDKRDIFMTIITVIRYYYLNIYFSIKEFKLNRKNIFYFQIFQENQMKGV 122
I ++ + + + F I+ ++ ++ +Y K F RKN Y FQ N++K
Sbjct: 743 IPKNNTEDKYVIQNLEHFHNILKILFFWNFELY---KNF---RKNKIYLNCFQ-NEIKKD 795
Query: 123 Y----LSVRDKKRVENIKKWYLNSMKKIN--HDEILESLXXXXXXXXXXXFMICTNHEQD 176
Y + + + EN K ++MKK N ++ E + E +
Sbjct: 796 YFYKIVRIYNNMAFENYIKEDNSNMKKYNETNEHTFEEKFSLENSKKICQLSNISEKENE 855
Query: 177 TEEKGNTQN---KEKHDIYIGPIYNNSFEFD 202
+++K N N KEK+D P YN D
Sbjct: 856 SKDKNNEPNQONQKEKNDKN-EPTYNTKCD 883

PF14 0023 length=879
Score = 86 (35.3 bits), Expect = 0.0078, Sum P(2) = 0.0078
Identities = 32/128 (25%), Positives = 61/128 (47%)

Query: 3 FRLYNKNLNNSFLSYYPVNVKSFGLHYIRNLRELIIKSHLNDNHHFLLN-QMFKTKSKSD 61
F LY  +NN + N++S+ +YI+ +++ II +L +++ LN ++ K S
Sbjct: 153 FLLY-LYVNNILNGTEFVENIQSYNEYYIK-IKKFIILHNLIESYQPYLNHRIHKMESYFL 210
Query: 62 LYIFA----- DSYKSLQVDKRDIFMTIITV--IRYYYLNIYFSIKEFKLNRKNIFYFQIF 114
+Y+F D +K+L +D+ I + II + N + K N I+Y O
Sbjct: 211 MYVFMFFCYNDIFKTLNLDQODKIKLLIILYENASLVETNENYKNKNNNNNNNKIYYNQHI 270
Query: 115 QENQMKGV 122
+ + G+
Sbjct: 271 NDQTLDGI 278
Score = 42 (19.8 bits), Expect = 0.0078, Sum P(2) = 0.0078

Identities = 10/29 (34%), Positives = 17/29 (58%)

Query: 174 EQDTEEKGNTQNKEKHDIYIGPIYNNSFD 202
EQ+ E++ NK K + +YNNS++
Sbict: 699 EQEQEQEQEQINKHKDN---NNMYNNSYN 724
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PFL2285c length=872
Score = 85 (35.0 bits), Expect = 0.019, P = 0.019
Identities = 43/154 (27%), Positives = 72/154 (46%)

Query: 9 NLNNSFLSYYPVNVKSFGLHYIRNLRELIIKSHLNDNHHFLLNQMFKTKSKSDLYIFADS 68
NL N+ L Y N + L+YI+ + I S L+ H N + K K I+ + S
Sbjct: 529 NLKNTNLKYETCNERK--LNYIKKFVKDI--SILSIGHS--CNDILKNKFNKSLF-YNIS 581
Query: 69 YKSLQVDKRDIFMT----IITVIRYY--YLNIYFSIKEFKLN--RKNIFYFQIFQENQMK 120
K+ + K IF ++ + R +LNI F+ + N +K + F ++N+ +
Sbjct: 582 NKNSSIHKSPIFKIKKKKLLQINRDISTHLNIVFTPTKANGNTFKKELRDFFFLKKNEQR 641
Query: 121 GVYLSVRDK-KRVENIKKW-YLNSMKKINHDEIL 152
+ +DK KR NI + Y+N K + H+ IL
Sbjct: 642 NNNIYKKDKQKRNVNINQHEYINEQKNL-HNNIL
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7.6 SECUENCIA DEL ARN RIBOSOMAL DE Plasmodium falciparum
Se resaltan fragmentos que pudieron ser utilizados para iniciar la transcripcion

reversa: GGGTTTA, GGGTTCA, GGTTCAG, GTTCAGG, TTCAGGG, TCAGGGT.

>gi]924644|gb|U21939.1|PFU21939 Plasmodium falciparum 5.8S

rARN Y LSU rARN genes, secuencia completa.

TTATGTTTTGAAGAAAAGATACATATAATATATATTATATATATCGTAATTCATAATATAATTAGCACAG
TCTTAACGATGGATGTCTTGETTCCTACAGCGATGAAGGCCGCAGCAAAATGCGATACGCAATGAAAATT
GCAGTGACTGTGAATCATCAGAATGCTGAATGTAAACTACACCAATTCCTTCGGGGAATAGTGGTACTCC
TACAGAAAATAAAATAATACTTTGCTCTCTAGGTTTCTTTTAAATATAAAATATCTTTTCATATTATATG
TATAAACAAAAACACAAATAGGAATTTATTCCAAACTAAAAATAATTTTTAGTTAAAGTTTCTCGCTGAA
TAAAATTTATTTTCATTCATTTTCTAGAGTAACAAAAAAAGAATTCTTTATTCTTTTTAACAAAGTGTTT
GATTTGATGTTAGGAGGGCAAATCCGCCGAATTTAAGCATATAATTAAGCGGAAGAAAAGAAAATAACTA
TGATTCCTTTAGTAACGGCGAGTGAACAAGGACCAGCTCAAACGGTTAATCCTTCGTTTGGTGCAAACCT
TTCGACGGAATTGTCGTTGAATTATTCCATGAATGCCTTTAATTTGAGCAAAGTGAGCAGGAATGCTTCC
CCATAGAGGGTGAAAGGCCCATAGTTCTTTTTAATTTATTCATTGGAATTTTTCATGCCGAGTCGTGTTC
TTTGAGATTGGAGCACTAATACGTGTGATACATTTCACATAAAGCTAAATATGTGTAGGAGACCGATAGC
AAACAAGTACCGTGAGGGAAAGATGAAATAGTACTCAGGAATGAGCAATTAAATAGTACCTGAAATCGTT
AAGATGGAACGGATTAAGAGAGAAAACAAGTAAAGAGGGGAATTTTTAATTTTTTTTGTTATAATTCTCT
TCTTTATTAAAAGAAACATCAGTGATTAATTTAATTTCAATAAAGCAATCCCCTGAAATTCAAAATTTCT
TTTAATTTTCTTTTCACTTTCTCCCCGCACTAATGTGGGGAAAACTGGCTTTATTTCTTCAATTATTTTT
TTTGCTGAGGAATTTTAAAATTATTTGAATTTTTCTTCTTATAATTTAAGT TGTTTCTATATAGTACTTT
CTTAACCCACTCGTCTTGAAACACGGACCAAGGAGTCTAGCAAATGTGCAAGTGTATATGATTCTTTAAA
CATTTCTCTTTTTAATATACGCATAATTAATGTAATATGTTTCTTTATTGTAGATTTGTGTGGTGTTTAA
TTTTTATTAAATCCCCACTTTGCATACATCCGGTAAGCAATTATGCTTTATTGAGTACGAGCATATTTGG
TAGGACCCGAGAGGCTTTGAACTAAGCGTGATGAGATTGAAGTCAGACGAAAGTCTGATGGAGGATCGAG
TTGATACTGACGTGCAAATCGTTCATTTCAATCACGT TTAGGGGCGAAAGACTAATCGAAAAGCCTATTA
GCTGGTTATTTTCGAAAGATCTCTCAGGATCGCTGGAGTTGAATTAATATAAT TTTACCAGGTAGAGATA
ATGATTAGAGGAATCAGGGAAATCGTTTTCCTTGACCTATTCTCAAACTCCCAATAGGTAAAAAGGGCGA
AATAACTCAACTTGTATTTCACTCATATTAAATAAAATAACTCCAAGTGGGCCATTTTTGGTAAGCAGAA
CTGGCGATGAGGGATGCTCCTAACGCTTGGATAAGGTGCCTAAATATTCGCTCATGAGATCCCATAAAAG
GTGTTGGTTCATAATGACAGTAGGACGGTGGTCATGGAAGTCGAAATCCGCTAAGGAGTGTGTAACAACT
CACCTACCGAATGAACTAGCCCTGAAAATGGATGGCGCTAAAGCGGATTACCGATACCAAGCCATAAAAA
GAACAGAAAAAATTTATTTTTTTTTTAGAATCTTTTTATGAGTAGAAAATCGTGEGETTTGTGTTGAAGC
GAAATACGTGAGTTTTCGTGGAACATCTCCCTAGTGCAGATCTTGGTGGAAGTAGCAACTATTCAAAATG
AGAACTTTGAAGACTGAAGTGGAGAAGGGTTTCTTGTCAACTGTGATTGAACAAGAGTTAGCCGCTCCTA
AGGGATAGCTGAAAAGTGTTTAAAAGGGGGTTCCTTCCCCGTCTCAAAAGGGAAACAGGTTGATATTCCT
GTGCCAATAGTATTATGAGTTTCTTAGATGGTAACATATATATAAATGAACTCCTTTACATAGGCTTTAC
ACTCGGGGTGCGTTTTCTTTGCACTTTACCTTTATAACAAACCTTGGAATCAATTTACT TGGAGAAGAGG
TTCGTTGAACTCAATTCAAAAAATTTCTTGAACGEGETTTTCGGATTCAGT TCATTTTATTTTTTGTTTT
GTAGCAATAGTAATTCGTTTTTATGAATTATCCGAAGTGGTAAGGACTATCCT TGAAAAAAGGAGGGAAC
GGCTTTGTAAACTTGETTTCTTCTGATTCCATTTTGCTTTGCTATACTCTTAATACTTGTATGAGCGTAC
CAACAACCGCATCAGGTCTCCAAGGTTAACAGCCTCTGGT TAAATAGAAAAAAGTAGGTAAGGGAAGTCG
GCAAAAATAGATCCGTAACTTCGGGAAAAGGATTGGCTCTGAGGACATTAGAAAAGAGAAGAAAAAAAGA
GGGTCGAAAATAAAATTGCAGTCTTATTTGCTTTTCTTTCGATTTGCTTGTAATCTGCTTTTTCTTTTTC
TTCTTTCTTTTTTTCTCCCCCTCTTTTCGCCTTCACTTTATTGTAATTTTATTACTTTAATTTGATACCT
ATAATGTTAACTCAGAACTGAAACGGACAAGGGGAATCCGACTGTTTAAT TAAAACATAGCATTGTGAAA
AGCCACAACTGGTATTAACACAATGTGATTTCTGCCCAGTGCTTTGAATGTCAACTTGATGAAATTCAAT
CAAGCGCAGGTAAACGGCGGGAGTAACTATGACTCTCTTAAGGTAGCCAAATGCCTCGTCATCTAATTAG
TGACGCGCATGAATGGATTAACGAGATTCCCACTGTCCCTACTTGCTATCTAGCGAAACCACAGCCAAGG
GAACGGGCTTGGCAAAATCAGCGGGGAAAGAAGACCCTGTTGAGCTTTACTCTAGTCTGGCTTTGTGAAA
CGACTTAAGAGGTGTAGCATAAGTGGGAGTAGAAACTGAAATATGTTTTTACGACAGTGAAATACCACTA
CTTTTAAAGTTGTTTTACTTATCCATTTATAGGGAAATATATTATGCTTTATCCTTCGGGAAGGCATTCT
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GATATTATTTGAATTTTTAAGAAACTTGTTTCTTATTTTTCTCCCATTTCTATGGAGACATAGCCAGGTG
GGGAGTTTGACTGGGGCGGTACATCTGTTAAATATTAACGCAGATGTCCAAAGACAAGCTCAAAGAGAAC
AGAAATCTCTTGTAGACTAAAAGGGGAAAAGCTTGTTTGATTTCTATTTTCAGAACAAGTAGAAAACGTG
AAAGCGTGGCCTATCGATCCTTTATATTTGCAAAATGACGTAAATTACTTACTACTGTGCATATAGAGGT
GTCTGAAAAGTTACCACAGGGATAACTGGCTTGTGGCTGCCAAGCGCTCCTAGCGACGTAGCTTTTTGAT
CCTTCGATGTCGGCTCTTCCTATCATTGGGACGCAGAAGTCTCAAAGTGTCGGATTGTTCACCCGCTAAT
AGGGAACGTGAGCTIGGGTTTAGACCGTCGTGAGACAGGTTAGTTTTACCCTACTGATGAATTTTATTATA
TTTTTTATATATACATATAGTATTGTGACAGTAATCCAACTTGGTACGAGAGGATTAGTTGGTTCAGACA
ATTGGTACAGCAATTGGTTGACAAACCAGTGTTGCGAACGTAAGTCTGTTGGATAATGGCTGAACGCCTC
TTAAGCCAGAAACCATGCTGATTAAACAATACTATTTCGTTCTTTTTTGTTTCCTTTTTTACTGCTAATG
TAAAAGAGAAATTATATATGTACCTTTTTTTGGTACATAAATAATCCTATCACCTTTTTCGTGAGCTGTG
AGCTGTGAGCTAGGCAATAGTTCTTTAACAACAAAAAAGAATTGCACAAACTGTAGACGACTTTTTTGCC
TCAGGGTGCTGTAAACATGAAAGTAAACTTTGTTTTACGATCTGTTGAGGCTTATCCCTAGTGGTAAAGT
GTTT.

SECUENCIA DE ALGUNOS DE LOS FRAGMENTOS CANDIDATO PARA PfTER

Seq - ID: Tel 6-M13-FP: 443. Edited with PhredPhrap, start with base no.: 34
GCcCcCctCTAGATGCATGCTCGAGCGGCCGCCAGTGTGATGGATATCTGCAGAATTCGCCCTTGGTIC
AGGGTACTATTTAATTGCTCATTCCTGAGTACTATTTCATCTTTCCCTCACGGTACTTGTTTGCTA
TCGGTCTCCTACACATATTTAGCTTTATGTGAAATGTATCACACGTATTAGTGCTCCAATCTCAAA
GAACACGACTCGGCATGAAAAATTCCAATGAATAAATTAAAAAGAACTATGGGCCTTTCACCCT
CTATGGGGAAGCATTCCTGCTCACTTTGCTCAAATTAAAGGCATTCATGGAATAATTCAACGACA
ATTCCGTCGAAAGGTTTGCACCAAACGAAGGATTAACCGTTTGAGCTGGTCCTTGTTCACTCGC
CGTTACTAAAGGAATCATAGTTATTTTCTTTTCTTCCGCTTAATTATATGCTTAAATTCGGCGGAT
TTGCCCTCCTAACATCACCCTGAACCAAGGGCGAATTCCAGCACACTGGCGGCCGTTACTAGTG
GATCCGAGCTCGGTACCAAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTAT
CCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATG
AGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGT
GCCAGCTGCATTaa

Seq - ID: Tel 13-M13-FP : 462. Edited with PhredPhrap, start with base no.: 35
gecctctagATGCATGCTCGAGCGGCCGCCAGTGTGATGGATATCTGCAGAATTCGCCCTTITCAGGG
TTCCATCTTAACGATTTCAGGTACTATTTAATTGCTCATTCCTGAGTACTATTTCATCTTTCCCTCA
CGGTACTTGTTTGCTATCGGTCTCCTACACATATTTAGCTTTATGTGAAATGTATCACACGTATTA
GTGCTCCAATCTCAAAGAACACGACTCGGCATGAAAAATTCCAATGAATAAATTAAAAAGAACT
ATGGGCCTTTCACCCTCTATGGGGAAGCATTCCTGCTCACTTTGCTCAAATTAAAGGCATTCATG
GAATAATTCAACGACAATTCCGTCGAAAGGCTTGCACCAAACGAAGGATTAACCGTTTGAGCTG
GTCCTTGTTCACTCGCCGTTACTAAAGGAATCATAGTTATTTTCTTTTCTTCCGCTTAATTATATG
CTTAAATTCGGCGGATTTGCCCTCCTAACATCAAACCCTGAAAAGGGCGAATTCCAGCACACTG
GCGGCCGTTACTAGTGGATCCGAGCTCGGTACCAAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTC
CTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAG
CCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAG
TCGGGAAACCTGT

Seq - ID: Tel 14-M13- 375. Edited with PhredPhrap, start with base no: 35
gGcentcTAGATGCATGCTCGAGCGGCCGCCAGTGTGATGGATATCTGCAGAATTCGCCCTTITETA
GGGTTCGATGTTAGGAGGGCAAATCCGCCGAATTTAAGCATATAATTAAGCGGAAGAAAAGAA
AATAACTATGATTCCTTTAGTAACGGCGAGTGAACAAGGACCAGCTCAAACGGTTAATCCTTCG
TTTGGTGCAAGCCTTTCGACGGAATTGTCGTTGAATTATTCCATGAATGCCTTTAATTTGAGCAA
AGTGAGCAGGAATGCTTCCCCATAGAGGGTGAAAGGCCCATAGTTCTTTTTAATTTATTCATTIGG
AATTTTTCATGCCGAGTCGTGTTCTTTGAGATTGGAGCACTAATACGTGTGATACATTTCACATA
AAGCTAAATATGTGTAGGAACCCTGAAAAGGGCGAATTCCAGCACACTGGCGGCCGTTACTAGT
GGATCCGAGCTCGGTACCAAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTA
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TCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAAT
GAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCG
TGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTT
CCGCTTCCTCGCTCACTGACTc

Seq - ID: Tel 18-M13-FP: 300. Edited with PhredPhrap, start with base no.: 35
GeectCtagATGCATGCTCGAGCGGCCGCCAGTGTGATGGATATCTGCAGAATTCGCCCTT EGILTA
BEETTTAGTAACGGCGAGTGAACAAGGACCAGCTCAAACGGTTAATCCTTCGTTTGGTGCAAAC
CTTTCGACGGAATTGTCGTTGAATTATTCCATGAATGCCTTTAATTTGAGCAAAGTGAGCAGGAA
TGCTTCCCCATAGAGGGTGAAAGGCCCATAGTTCTTTTTAATTTATTCATTGGAATTTTTCATGCC
GAGTCGTGTTCTTTGAGATTGGAGCACTAATACGTGTGATACATTTCACATAAAGCTAAATATGT
GTAGGAAACCCTAAAAAGGGCGAATTCCAGCACACTGGCGGCCGTTACTAGTGGATCCGAGCTC
GGTACCAAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAAT
TCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAAC
TCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCAT
TAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGC
TCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGT
AATACGGTTATCCACAGA

Seq - ID: Tel 26-M13-FP : 461. Edited with PhredPhrap, start with base no.: 39
atGCATGCTCGAGCGGCCGCCAGTGTGATGGATATCTGCAGAATTCGCCCTTITCAGGGTTIGAT
GTTAGGAGGGCAAATCCGCCGAATTTAAGCATATAATTAAGCGGAAGAAAAGAAAATAACTATG
ATTCCTTTAGTAACGGCGAGTGAACAAGGACCAGCTCAAACGGTTAATCCTTCGTTTGGTGCAA
ACCTTTCGACGGAATTGTCGTTGAATTATTCCATGAATGCCTTTAATTTGAGCAAAGTGAGCAGG
AATGCTTCCCCATAGAGGGTGAAAGGCCCATAGTTCTTTTTAATTTATTCATTGGAATTTTTCATG
CCGAGTCGTGTTCTTTGAGATTGGAGCACTAATACGTGTGATACATTTCACATAAAGCTAAATAT
GTGTAGGAGACCGATAGCAAACAAGTACCGTGAGGGAAAGATGAAATAGTACTCAGGAATGAG
CAATTAAATAGTACCTGAAATCGTTAAGATGGAACCCTGAAAGGGCGAATTCCAGCACACTGGC
GGCCGTTACTAGTGGATCCGAGCTCGGTACCAAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCT
GTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCC
TGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTC
GGGAAACCTGT
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7.7 SECUENCIA DE LOS CLONES UTILIZADOS PARA LA GENERACION DE
ARNs DE DOBLE CADENA.
Se amplificé un fragmento de la subunidad ARN (PfTER) por RT-PCR utilizando los

oligos PfTER. El fragmento de 254 pb fue clonado en el vector pGEMT de Promega.
Un clon confirmado por PCR fue seleccionado para extraccion de ADN plasmidico y
secuenciacion. En negrilla y subrayado la secuencia del inserto. Resaltado la

secuencia del oligo TER AS.

Seq - ID: TER-T7-FP: 254.
CCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTIAATTCAGGTACTTATGAGCAAAAAATCAGCT
ACTTTATGGGTTCAGGGTGAGAATTTCTTCCCATGCTTTCTAAGGATTTCGATGATCATTTTTITCT
TTTTTCTTTTTCTTTCTTATATTTTITTTTITTTTTITTITTITTCCTCCACTTTTTTTCAAACACTCCAAAATA
AGAATGTTTGGGAAAAAATGGGGAAAAGAAAAAAAAAAAAAAAAGAAATAAAATGAAATAAGA
AAAATAGAACTACATCCTTGTATAATCACTAGTGAATTCGCGGCCGCCTGCAGGTCGACCATAT
GGGAGAGCTCCCAACGCGTTGGATGCATAGCTTGAGTATTCTATAGTGTCACCTAAATAGCTTG
GCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACAT
ACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATT
GCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCG
GCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACT
CGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGT
TATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCC

Se amplificd un fragmento de la regién 5’ del transcrito de PfTERT con los oligos
PfTERT1240. El fragmento de 563 pb fue clonado en el vector pGEMT de Promega.
Un clon confirmado por PCR fue seleccionado para extraccion de ADN plasmidico y
secuenciacion. En negrilla y subrayado la secuencia del inserto. Resaltada la

secuencia del oligo TERT 1240 AS

Seq - ID: TERT-T7-FP: 563
GGCCGCGGGAATTCGATTGATTTCTCCTTTCTATCCTCAGAAAAGAAATCTATTTCTGGTAACAG
CTTATCTTTTTTTGAAGAATTTTCTGTTATTAGTAAGGAAGTTTCCCTTATGTGTGTTAATTTATCA
TTTTTTTCTGTGTAATTAGTACAGCTTGAAATGTTAGAAGATGGAAATTCGTTAGAAGAGAACAA
ATTGTTTATATGTCCAAAACCATGCACATTATTGTTATTATTATTATTATTATTGTTGTTGTTGTTGT
TGTTGTTAATTATTATATTATTGGTATATTCACTGTTGATCTTAATATTTGATGTATATTTCTTTCTT
TCTTCTTGTATTTGTTTCATGTCCTTAAAAAAGTCATTTTTTAAAATTCGACCACTGCACTGAACA
AGATACAAATACTTTCCATATGAATGATCATTATTITGTGTACATTGTATGGTATTTTITTTTTAATAA
GTATTTATATTTTTTATTAATATGATATTTTAGAGGTATATTTTTAGTAGTAATACATTTATCACTTA
TATTATCGTTTGATATATTTTTATTCGTTGTGCATACGTTATCTACAATCACTAGTGAATTCGCGGC
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7.8 ENSAYO TRAP FLUOROGENICO
Luego de la elongacion del oligo TS por la accion de la telomerasa, la reaccion de

amplificacion se llevé a cabo en presencia de un oligo amplifluor (CXFAM). Sélo los
oligos que son extendidos por la Taq polimerasa emiten fluorescecia y son

detectados por el equipo de PCR en tiempo real.

1. Adicién de repetidos teloméricos por la Telomerasa

4. Acumulacién de producto de PCR fluorescente ﬁ

Para el analisis cuantitativo se utilizaron diluciones seriadas del oligo TSR8 como
plantilla en la reaccién de PCR. Luego se construyd una curva de calibracion
Logaritmo de la cantidad de plantilla VS el valor de Ct (cycle threshold). La ecuacion
de la recta se utilizé para calcular la cantidad de plantilla inicial (SQ) con base en el
valor de Ct de cada muestra asi: SQ= (C (t)- 29.53)/-5.8.
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Amplification
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7.9 EFECTO DE INHIBIDORES DE TELOMERASA SOBRE LA REACCION DE
PCR
La interferencia en la reaccion de PCR fue comprobada al adicionar concentraciones

crecientes del inhibidor a una reaccion de PCR, en la que se utilizaron los oligos del
TRAP convencional (Ts y Cx) y como plantilla el oligo TSRS, el cual contiene 8
repetidos teloméricos por lo cual simula el oligo Ts luego de ser extendido por la
telomerasa. En el Control negativo (-) no se adiciond plantilla.

PLANTILLA: AATCCGTCGAGCAGAGTTCAGGGTTCAGGGTTCAGGGTTCAGGGTTCAGGGTTCA

AATCCGTCGAGCAGAGTTCA GGCGCGTRAACCCTRAACCCTRAACCC
Oligo TS Oligo CX

EFECTO DE MST 312

uM

EFECTO DE TELOMESTATIN EFECTO DE TMPyP4
~ o bem BER MO *50° 50 100’ MM M
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7.10 EFECTO DE MST, TMPyP4 Y TELOMESTATIN SOBRE LA ACTIVIDAD

TELOMERASA

Curvas de Amplificaciéon

Analisis Cuantitativo
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