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.  RESUMEN EN ESPANOL.
Ciertas cepas de levadura producen y secretan toxinas de origen proteico, fenotipo
denominado “Killer yeast”. En S.cerevisiae el fenotipo es por infeccion de dos virus
dsRNA citoplasmaticos de la familia Totiviridae, de la clase Micovirus. El virus
satelital M, confiere la sintesis y produccion de las toxinas y el virus L-A auxiliar,
proporciona capsides mediante particulas similares a virus (VLPs), para la
estabilidad viral. Se han identificado cuatro tipos de virus M: M1 (1.6 Kb), M2 (1.5
Kb), M28 (1.8 Kb) y Mlus (2.1-2.3 Kb) los cuales sintetizan a las toxinas K1, K2, K28
y Klus respectivamente, siendo la K1 la mayor estudio. Tras la liberacién de la
secuencia del genoma de S.cerevisiae en 1995, se encontré un marco de lectura
que codificaba para un canal de potasio con dos dominios de poro en tandem
denominado: TOK1 (Two domains Outwardly Potassium K+ Channel) con una
funcion de rectificador saliente de potasio. Al producir una deleciéon del mismo no
parecia tener un fenotipo importante ya que, la levadura podria sobrevivir.
Posteriormente, en 1999 se determind como potencial blanco molecular de la K1.
Asi mismo se ha sugerido que las cepas productoras son capaces de protegerse
del efecto de su propia toxina mediante el uso de su propia preprotoxina (pptox)
como medida de autoinmunidad. Actualmente se desconoce los mecanismos
moleculares por los cuales interactla la toxina K1 molecular con su potencial blanco
molecular. En el presente proyecto por medio de la expresion heteréloga se plantea
la expresion del canal TOK1 en lineas celulares de mamifero en las cuales se pueda
explorar los elementos minimos necesarios para establecer el sistema Killer. En
relacion a los resultados obtenidos se propone la expresion heterologa transitoria

exitosa de elementos, asi como la conservacién de su funcioén.

Palabras clave: sistema Killer, TOK1, expresion heterdloga, células de mama.



.  ABSTRACT.

Certain yeast strains produce and secrete toxin of protein origin, a phenotype called
“Killer yeast”. In S.cerevisiae the phenotype is due to infection with two cytoplasmic
dsRNA viruses of the Totiviridae family, of the Micovirus class. The satellite virus M
confers the synthesis and production of toxins and the auxiliary virus L-A provides
capsids by virus —like particles (VLPs) for viral stability. Four types of M viruses have
been identified: M1 (1.6 kb), M2 (1.5 kb), M28 (1.8 Kb) y Mlus (2.1-2.3 Kb) which
synthesize K1, K2, K28 and Klus toxin respectively, with K1 being the major study.
Following the release of the S.cerevisiae genome sequence in 1995, a reading frame
was found that coded for a potassium channel with two tandem pore domains named
TOK1 (Two domains Outwardly Potassium K+ Channel) with potassium outward
rectifier function. Producing a deletion of the same did not seem to have an important
phenotype since, the yeast could survive. Subsequently, in 1999 it was determined
as a potential molecular target of K1. It has also been suggested that the producing
strains are able to protect themselves from the effect of their own toxin by using their
own preprotoxina (pptox) as a measure of autoimmunity. The molecular mechanism
by which the molecular K1 toxin interacts with its potential molecular target are

currently unknown.

In the present project, by means of heterologous expression, we propose the
expression of the TOK1 channel in mammalian cell lines in which the minimum
elements necessary to establish the Killer System can be explored. In relation to the
results obtained, we propose the successful transient heterologous expression of

elements as well as the conservation of their function.

Key words: Killer system, TOK1, heterologous expression, breast cell.

10



. INTRODUCCION.

En las levaduras la presencia de capacidades altamente especificas es una cualidad
qgue le otorga al organismo su caracteristica de ubicuidad (Muccilli & Restuccia,
2015). Dentro de las capacidades competitivas se encuentra un mecanismo

denominado “Sistema Killer”.

El primer precedente del sistema Killer tiene registro en el afio 1963, dentro del
género Saccharomyces de la especie cerevisiae. La descripcion del fenbmeno
exponia que ciertas cepas de S.cerevisae (Killer yeast) producian y secretaban
toxinas (Killer toxic) de origen proteico o glucoproteico con efecto letal en cepas

sensibles de la misma especie o relacionadas (Bevan,1963; Woods 1968).

En un ambiente silvestre el sistema Killer ofrece las ventajas de: supervivencia, al
generar una defensa antimicrobiana hacia especies sensibles; condicién
competente, a través de la eliminacién de organismos sensibles con la misma
necesidad de nutrientes requeridos para su crecimiento y desarrollo; adaptacion y
colonizacion, mediada en respuesta a condiciones estresantes del medio en el cual

habitan (Pieczynska, Korona, & De Visser, 2017).

Actualmente, se tiene conocimiento de que el sistema Killer esta presente en
diversos géneros de levadura: Pichia, Williopsis, Kluyveromyces lactis, Ustilago
maydis, Cryptococcus humicola, Candida, Turulopsis, Devaryomyces, entre otros.
Cada género secreta un tipo diferente de toxina y su genoma es asociado a: virus
conformados por RNA bicatenario (dsRNA), RNA segmentados, genes

cromosomicos o DNA Lineal. (Magliani, 1997).

En S. cerevisiae especificamente, el fenotipo Killer es otorgado por la co-infeccion
de dos virus dsRNA (double-stranded RNA) citoplasmaticos extra cromosomicos,

pertenecientes de la familia Totiviridae, de la clase Micovirus (Buck, 1991).

El virus auxiliar L-A (4.6 Kb), proporciona capsides de particulas similares a virus
(Virus Like Particles, VLPSs) las cuales otorgan para ambos virus estabilidad en el

citoplasma de la cepa infectada ademas de intervenir en la replicacion viral mediada
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por sus dos marcos de lectura (5’ORF; 3'ORF). El virus satelital M por su parte, a
través de su Unico marco de lectura abierto (5’ORF) confiere la secuencia gendémica

para la sintesis y produccion de las toxinas (Magliani, 1997; Schmitt, 2002).

Se han identificado cuatro tipos de virus M en S.cerevisiae: ScV-M1 (1.8 Kb), ScV-
M2 (1.5 Kb), Scv-M28 (1.9 Kb), ScV-MKlus (2.1-2.3 Kb) los cuales permiten la
sintesis de las toxinas K1, K2, K28 y Klus respectivamente, ademéas de
componentes de auto-proteccion hacia la propia toxina producida y secretada.
(Magliani, 1997; Sesti, 2001; Rodriguez-Cousifio, 2011).

La toxina Killer 1 (K1), es la exotoxina mas estudiada hasta el momento. Dentro de
la cepa de levadura, se encuentra como una preprotoxina (pptox) de 35 KDa,
compuesta por cuatro dominios: &, dominio lider encargado del plegamiento y
secrecion de la toxina; a, dominio que posee dos regiones hidrofébicas que facilitan
la insercion de la toxina madura a la membrana plasmatica de la cepa sensible; vy,
dominio central que contiene tres sitios de N-glucosidacién requeridos en la
maduracion de la toxina; B, dominio necesario para establecer la unién en la pared
celular en la cepa sensible. La toxina madura K1 (19 KDa) esta formada solo por los

dominios a-B unida por uno a tres puentes disulfuro (Magliani, 1997).

A pesar del descubrimiento del efecto Killer en levaduras sensibles en los afios 60’s,
el blanco molecular de la toxina K1 no fue determinado sino hasta el afio 1999.
Partiendo de la secuenciacion total del genoma de S.crevisiae en el afio 1995, se
encontré través de uno de sus multiples marcos de lectura la codificacién para un
canal selectivo a potasio con dos dominios de poro en tandem el cual fue
denominado TOK1 (Two domains Outwardly Potassium K* Channel). Este canal se
encontraba en el brazo izquierdo del cromosoma X y era expresado a nivel de la
membrana plasmatica con una funcidon de rectificador saliente de potasio. La
delecién del mismo no presenta un fenotipo de importancia para la levadura ya que,

esta sobrevive en su ausencia (Ketchum, 1995).
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Consecuente al descubrimiento del canal TOK1p, en el aflo 1999 fue propuesto
como un potencial blanco molecular de la toxina K1. El efecto Killer observado se
vinculd6 con un aumento en la probabilidad del estado abierto del canal en
interaccion con la toxina, la cual desencadenaba un flujo descontrolado de iones de
potasio (K*) hacia el espacio extracelular, evento el cual culminaria en muerte
celular (Ahmed et al., 1999).

Asimismo, en el afio 2001 fue descrita la presencia de inmunidad de las cepas Killer
hacia la propia toxina producida y secretada. Este fenbmeno adn no presenta
estudio a detalle pero, se cree que la preprotoxina (pptox) o toxina inmadura
establece una interaccion con el canal TOK1p desde la cara interna en el espacio
intracelular evitando que esté se active por exposicion externa a su propia toxina
empleado asi, un posible mecanismo de autoinmunidad ( Sesti et al, 2001; Vali$ et
al, 2006; Gier,2019).

Con ende a lo anterior, el objetivo del presente proyecto tiene la finalidad expresar
el canal TOK1p, blanco molecular del sistema Killer en lineas celulares de mama.
Mediante el empleo de sistemas de expresion heterdloga, se puede realizar el
estudio y exploracion de los componentes minimos necesarios para establecer el
sistema fuera del organismo innato asi como dar pauta a la exploracion de posibles

aplicaciones biotecnolégicas

No obstate, el enfoque principal no esta dirigido al desarrollo del sistema para una
aplicacién inmediata de indole de tratamiento o terapia génica. Sin embargo, el
analisis de los componentes del sistema en lineas celulares de mamifero permite
establecer las bases de estas posibles vertientes a largo plazo como es el control

de la proliferacion celular mediada por un blanco especifico.

Actualmente se tiene el precedente de que el canal TOK1p de S.cerevisae puede
ser expresado de manera segmentada (TOK1B) en células de rifibn embrionario
(HEK-293) y células derivadas de ovario de hamster chino (CHO) en una

transfeccion transitoria (Saldafa, 2002).
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IV. ANTECEDENTES.

4.1 Capacidades competitivas de las levaduras.

La levadura es un microorganismo unicelular eucarionte aerobio facultativo,
perteneciente al reino fungi. Con una morfologia globular de 5 a 10 ym de diametro
(figura 1A), posee caracteristicas celulares tanto vegetal como animal. (Alberts et
al., 2015).

Presenta una pared celular formada de quitina en lugar de celulosa, asi como
membranas plasméticas las cuales delimitan a la célula y a los organulos (figura 1B)
a excepcion de cloroplastos que son inexistentes en este organismo. La
composicidon de las membranas plasméaticas es mayormente de ergoesterol y no de

colesterol como lo es en eucariontes superiores (Van Der Rest et al., 1995).

nucleus 2 - cell wall

mitochondrion e

(B) L |

Figura 1. Saccharomyces cerevisiae. (A) Una micrografia electrénica de barrido de un grupo de
células con presencia de protuberancias denominadas yemas. (B) Una micrografia electrénica de
trasmision procedente de una seccion trasversal de una célula de levadura en donde se muestra el

ndcleo, mitocondria y pared celular. Imagen tomada del libro de Albert et al., 2015.

A pesar de tratarse de microorganismos, se encuentran ampliamente distribuidos
en los diversos biomas. Su ubicuidad o capacidad de estar presente en todas partes,
es atribuible a la diversidad en sus capacidades altamente competitivas las cuales
le permiten desde la obtencion de nutrientes para el crecimiento, la adaptacion y
supervivencia al medio y condiciones estresantes hasta la colonizacion de diversos
ecosistemas tanto naturales como relacionados a la actividad humana, eso por

mencionar alguno de los numerables beneficios (Muccilli & Restuccia, 2015).
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Los principales rasgos competitivos presentes en las levaduras se mencionan a

continuacion:

4.1.1 Secuestro de nutrientes.

En la actividad metabdlica de las levaduras, el uso preferencial de fuentes de
carbono procedentes de carbohidratos tiene un impacto mas alla de la conversién y
uso del sustrato por parte del organismo. Un rapido agotamiento de glicidos como
lo son la fructosa, glucosa o sacarosa en el medio por parte de las levaduras
representa un mecanismo antagonista para el crecimiento de organismos con los
mismos requerimientos nutricios En la levadura Candida oleophila se ha observado
este rasgo competitivo, mediante un alto secuestro de fructosa origina el crecimiento
lento y una baja propagacién del hongo patdgeno Brotis cinerea, comunmente
presente en la pudricién de heridas en frutas y causante de la formacién de moho
gris en las mismas (Mercieret al., 1994).

4.1.2 Produccion y tolerancia a altas concentraciones de etanol.

La produccion y tolerancia a niveles altos de etanol es un mecanismo “antiséptico”
de las levaduras como resultado de su capacidad anaerdbica facultativa (Stanley et
al, 2010). Mediante la ruta glucolitica se genera piruvato y en un ambiente
anaerobico el organismo fungico opta por la via de fermentacién alcohdlica en la
cual, por cada molécula de acido piravico se realiza la produccion de dos moléculas
de etanol y una molécula dioxido de carbono (CO2) a través de una descarboxilacion
reductiva (Tuite & Oliver, 1991). S.cerevisiae representa el mejor ejemplo, utiliza la
fermentacién alcohdlica para la produccion de etanol, el cual es eliminado como
desecho metabdlico toxico en el espacio extracelular y origina un efecto inhibidor
del crecimiento en microorganismos competidores intolerantes a la molécula,

mediada por la inestabilidad a nivel de membrana (PiSkur et al, 2006).

Incluso en condiciones aerdbicas, la fermentacion alcohdlica es la ruta de
preferencia por parte de la levadura en condiciones de competencia. Este es
denominado “Crabtree Effect” (Crabtree, 1928).

15



4.1.3 Competencia por hierro.

El hierro representa un micronutriente esencial para el crecimiento microbiano, tanto
para levaduras como bacterias incluyendo la patogenia, debido a su potencial redox
(Freimoser et al., 2019). La produccion y liberacion de sinderéforos representa uno
de los mdltiples sistemas de adquisicién de hierro para satisfacer las demandas.
Los sinderéforos, moléculas quelantes de hierro, son sintetizadas y liberadas al
espacio extracelular con la finalidad de secuestrar el hierro presente (Fe3*),
convertirlo a complejos de menor toxicidad y mayor asimilacion (Fe?*) para
consecuentemente privar su captacion por otros microorganismos. (Wandersman et
al., 2004). En Aureobasididum pullulans HN6.2, produce y libera el sinderéforo
fusarinina C el cual exhibe la actividad antimicrobiana ante el patégeno Vibrio
anguillarum, bacteria marina que afecta a diversas especies de peces como salmén

del atlantico al ocasionarle vibriosis (W. Wang et al., 2009)

4.1.4 Produccion de Compuestos Organicos Volatiles (COV’s).

Los Compuestos Organicos Volatiles (COV’s) son moléculas de bajo peso molecular
(<300 Da) con baja solubilidad en agua. Comprende las clases de: cetonas,
aldehidos, fenoles, derivados de benceno, hidrocarburos, alcoholes, tioésteres,
ciclohexanos y compuestos heterociclicos (Morath et al., 2012). Su relevancia es
debido a su efecto antagonista al liberarse en forma de gases o vapores, mediante
conjunto compuestos volatiles denominados volatiloma. Su composicién quimica
esta determinada por la levadura de procedencia, nicho ecolégico de crecimiento y

organismo antagonico al cual va dirigido (Parafati et al., 2017).

Candida intermedia, es una levadura que recientemente ha mostrado una actividad
antimicrobiana sobre organismos de interés meédico como agricola a través de
investigaciones de prote6mica. La liberacion de su volatiioma en especial del
compuesto 2-feniletano, inhibe el crecimiento y esporulacion de Aspergillus
carbonarius (hongo filamentoso) el cual genera la de ocratoxina A (OTA),

micotoxina con efecto carcinogénico a nivel renal, inmunotoxicidad, inhibicion de
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biosintesis proteica y de respiracion mitocondrial, asi como el aumento en la

peroxidacién lipidica (Tilocca et al., 2019).

4.1.5 Produccion de toxinas.

Las toxinas son sustancias o moléculas producidas a partir de fuentes biologicas
(microorganismos, plantas, animales, etc.) con efectos nocivos en un organismo
vivo. En la naturaleza muchos organismos tanto procariotas como eucariotas
exhiben el fenotipo y aun cuando las variaciones en su tamafo, especificidad y
avidez al blanco molecular asi como mecanismo de accion son muy amplias, en si
representan una defensa el espécimen que lo expresa y una herramienta
biotecnoldgica y/o terapéutica con diversas aplicaciones en sectores como salud
humana, animal; agroalimentacién, seguridad del recurso hidrico , entre otros (de la
Pena et al 1981, Clark et al., 2019)

Aun cuando la descripcion de la produccién de toxinas se evoca principalmente a
productores bacterianos como Vibrio cholerae y Clostridium botulinum, algunas
cepas de levaduras también presentan el fenotipo de secrecién de toxinas en su
entorno extracelular. Este fendmeno evolutivo conservado y caracteristica biologica
representa una capacidad altamente competitiva y a su vez forma parte de un

sistema denominado “Sistema Killer” (Makower & Bevan, 1963).

El sistema Killer es un fenbmeno descrito por primera vez en el organismo
Saccharomyces Cerevisiae en 1963. El fendmeno descrito sefialaba que, ciertas
cepas de S.cerevisiae nombradas como “levaduras asesinas” (Killer yeast o Kil*),
producian y secretaban una exotoxina de origen proteico o0 glucoproteico
denominada “factor asesino” (Killer factor) el cual resultaba letal para cepas
sensibles de la misma especie (sensitive yeast o K'") o relacionadas ( Woods &
Bevan, 1968; Somers, 1969) .

Actualmente se tiene el conocimiento que el sistema Killer no solo se centra en la
produccion, secrecion y efecto letal de toxinas maduras sobre un blanco molecular

en el medio extracelular, de igual forma engloba su contraparte: la inmunidad. Las
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Yeast Killer (K'™*) exhiben inmunidad a su propia toxina madura al momento de ser
secretada y a otras toxinas secretadas por el mismo tipo de cepas Killer a pesar de
presentar mismo blanco molecular que las sensitive yeast (Kil"). Esta fascinante
propiedad se encuentra relacionada en la interaccion establecida entre preprotoxina
o toxina inmadura y el blanco molecular desde el espacio intracelular, concibiendo

un bloqueo de senilidad al efecto Killer.(Sesti et al., 2001)

En ambiente silvestre, el sistema Killer ofrece ventajas a las cepas productoras de
toxina: el ser una defensa contra células microbianas sensibles y a su vez generar
una condicién competitiva y de supervivencia en el nicho ecoldgico donde se
desarrollen, en especial durante las primeras fases de crecimiento microbiano
(Wang,2012).

4.2 Sistema Killer en levaduras.

A pesar de ser S.cerevisiae la cepa de levadura en la cual se exhibe el procedente
del sistema Killer, actualmente se tiene el conocimiento que puede presentarse en
diversos géneros y en los cuales la base genética que ofrece al huésped el fenotipo
Killer es variable entre cada uno de ellos y contempla desde la infeccién viral hasta
la contencion del material genético de forma episomal (Magliani, 1997). Asi mismo,
las toxinas Killer producidas difieren entre cada especie o cepa (tabla 1), mostrando
caracteristicas particulares que van desde tamafio molecular, estructura madura,

blanco molecular, mecanismo de reconcomiendo y aniquilacion (Marquina, 2002).
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Secuencias de dsRNA-L* aiin no han sido identificadas en algunos géneros de levaduras, por ende los productos virales
mostrados Gag y Gag-Pol son predichos por analogia con GAG Y Gag-Pol presente en S.crevisiae. ScV-L-A
Tabla recuperada y modificada de:(Magliani, 1997; Schmitt, 2002;Rodriguez-Cousifio et al., 2011)

Tabla 1. Sistema Killer.

Sistema Killer presente en los diversos géneros de levadura mas investigados.

4.3 Factores relacionados con el efecto Killer.

Se ha observado que, asi como la base genética del fenotipo Killer influye en la
produccion y secrecion de la toxina; factores externos de igual forma interfieren en
la misma modificando desde la conformacion de la toxina, su actividad hasta la

propagacion de la misma (Liu, 2015).
A continuacion se mencionan los factores con mayor relevancia

4.3.1 Potencial de hidrogeno.

La mayoria de las toxinas Killer son estables y su toxicidad se maximiza en valores
de pH &cido, en un rango de la escala de 4.0 a 5.5. La toxina Killer SMKT producida
por la levadura P.farinosa KK1, se presenta como toxina madura en forma de
heterodimero en un pH acido mientras que, en presencia de un pH alcalino sufre
una disociacion de sus dos subunidades a y B perdiendo con ello su actividad Killer
en el B-glucano blanco molecular presente en la pared celular de cepas sensibles
(Price,1999)
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4.3.2 Temperatura.

La mayoria de las toxinas actian eficientemente a bajas temperaturas, sin embargo,
existen ciertos casos donde las toxinas pueden presentarse de manera estable
hasta en valores de 35 °C (Liu, 2015). La toxina Pikt, producida por
Wicherhamomyces anomalus, empleada comunmente en la elaboracion de vino,
presenta una resistencia a temperaturas de 35°c en presencia de un pH de 4.4, la
cual le hace apta para ser utilizada durante el proceso de almacenaje de barriles,

puesto que conserva su actividad antimicrobiana (Comitini,2004)

4.3.3 Concentracion de cloruro de sodio.

Las concentraciones de cloruro de sodio (NaCl) del medio afecta de manera
considerable la accion de algunas toxinas(Llorente, 1997). Este es el ejemplo de la
toxina SMKT procedente de cepas de P. farinosa KK1. En presencia de una
contencion de NaCl a 2.0 M muestra su maxima actividad letal. Cabe sefialar que,
este factor no es general para todas las toxinas Killer, ya que por ejemplo toxinas
K1 ,K2 y K28 producidas y secretadas por la levadura S.cerevisiae no son

dependiente de la concentracion de NaCl en el medio (Suzuki, 1994)

4.3.4 Vectores

Si bien no se considera un factor que modifique la actividad de alguna toxina de
forma directa, los vectores o vehiculos representan un mecanismo de propagacion
para las Killer yeast y por ende de su efecto letal. La Drosophila melanogaster, en
particular es uno de los vectores de mayor propagacion para las levaduras (Ganter,
1986). La difusion de Killer yeast tiene comienzo cuando el insecto que porta a las
cepas Killer en sus patas contamina los medios en donde se establece; ejemplo de
ello son los frutos en descomposicion y tallos, habitat caracteristico debido a la
concentracion alta de fructuosa y pH acido, factores favorables para el crecimiento

y colonizacién de las levaduras (Starmer, 1987).

4.4 Sistema Killer de S.cerevisiae.
El fenotipo Killer presente en S.cerevisiae mas estudiado hasta el momento es

otorgado por una co-infeccion viral es decir, la base genética de producir y secretar
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toxinas procede de dsRNA lineal de dos virus citoplasmaticos: El virus auxiliar L-A
y el virus satelital M (Buck, 1991). Ambos virus estan constituidos por una cadena
doble de RNA (RNA dc) de acido nucleico (Figura 2) y pertenecen a la familia
Totiviridae de la clase micovirus, la cual se encuentran ampliamente distribuida en

hongos superiores y levaduras (Bruenn, 1980).

En un principio de la co-infeccion viral, se presenta como clasificacion de
parasitismo para la levadura huésped (host) debido al alto costo metabdlico
asociado con la replicacion viral, la produccion de toxinas e inmunidad, seguido de
una coadaptacion de la cepa host y el virus logrando una simbiosis ya que, por su
parte ambos virus utilizan los organulos de la levadura para la replicacion y
traduccion de su material genético mientras que la levadura adquiere un fenotipo
Killer que le confiere una defensa y una habilidad competente (Pieczynska, 2017;
Schmitt & Tipper, 1992).

4.4.1 Componentes virales.

2.4.1.2 Virus auxiliar L-A

El virus auxiliar L-A (4.6 Kb) es un virus el cual proporciona una cubierta proteica
denominada nucleocapside a través de dos marcos de lectura 5’ORF y 3'ORF
(Open Reading Frame). La nucleocapside es una capsula constituida por particulas
similares a virus (Virus Like Particles, VLPS) que contiene en su interior el material
geneético y otorga estabilidad viral en el citoplasma de la cepa host e interviene en

la replicacién de ambos virus (Magliani et al., 1997; Schmitt, 2002).

Los virones L-A o particulas virales maduras presentan una estructura icosaedrica
o casi esférica de su capside, con un didmetro promedio de 39 nm. La

nucleocapside por si sola no es infecciosa (Bruenn, 1991; Tang, 2005) .

4.4.1.1 Virus satelital M.

La presencia del virus satelital M confiere a la cepa infectada la capacidad de
producir y secretar una exotoxina. Se han identificado cuatro tipos de virus satelital
M: ScV-M1 (1.8 kb), ScV-M2 (1.5 kb), ScV-M28 (1.9 kb) y ScV-Mlus (2.1-2.3 Kb) los
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cuales permiten la sintesis y secrecion de las toxinas K1, K2, K28 Y Klus
respectivamente mas componentes de inmunidad ( Magliani, 1997; Sesti et al.,
2001; Rodriguez-Cousifio, 2011).

La sintesis de la exotoxina es mediada a través de un Gnico marco de lectura 5’ORF
situado en la cadena M (+) ssRNA la cual codifica inicialmente a una preprotoxina
(pptox) precursora de la toxina madura (Magliani, 1997).

Cada virus M es dependiente en la coexistencia del virus auxiliar L-A para una
replicacion estable y manteamiento dentro del citoplasma de la levadura infectada.
En una levadura Killer se tiene la capacidad de Unicamente producir y secretar una
de las tres toxinas més estudiadas toxinas (K1, K2, K28) debido a que los genomas
del virus satelital M se excluyen entre si a nivel de replicacion y por ende solo se ha
de encontrar dos virones en el interior de la cepa, cada uno correspondiendo al virus
L-Ay al virus M (Schmitt, 1992; Schmitt, 2006).

Dentro del sistema Killer, la levadura S.cerevisiae puede expresar tres fenotipos
factibles: neutral, levadura que no presenta sensibilidad a la toxina; sensible o Kil,
levadura sensible a toxinas pero con ausencia de produccion de la misma; Killer o
Kil*, levaduras productoras de toxina y autoinmunidad a la misma, pero con
sensibilidad a otra toxina Killer distinta a la producida ( Woods & Bevan, 1968; Sesti
et al., 2001).

Nucleocapside
_ RNA P

(8)
Ribonucleoproteinas
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Figura 2. Componentes virales. Complejo estructural de RNA y Ribonucleoproteinas (RNP),
proteinas unidas al material genético con actividad enzimatica, estabilizadora del plegamiento en la
auto-replicacién y de la transcripcion del genoma viral (A). Estructura general de un virén del virus
auxiliar L-A y virus M (B). Tomada y modificada del libro de Murray et al 2021; creada en

BioRender.com.

4.4.2 Ciclo de replicacion viral.

El ciclo viral es independiente a la replicaciéon del huésped y tiene comienzo con la
replicacion del virus auxiliar L-A En un inicio la cadena L-A (-) ssRNA (Single
Stranded, ss) es transcrita a un RNA mono catenario de sentido positivo L-A (+)
ssSRNA en el interior del viron. Al término de la replicacion, la cadena L-A (+) sSSRNA
es exportada hacia el medio citoplasmético de su huésped para ejercer dos
funciones: como un RNAm para la sintesis proteica viral y como plantilla de la
replicacion de la cadena L-A (-) ssRNA la cual garantiza un nuevo ciclo de
replicacion viral (Magliani, 1997; Schmitt, 2006)

En relacion a la sintesis proteica, la cadena positiva del virus L-A presenta dos
marcos de lectura abiertos (Open Reading Frames; ORFs). El ORF1 situado en el
extremo 5’ codifica a una proteina denominada “Gag” principal componente
estructural de la capside. Por su parte el ORF2 localizado en el extremo 3’ codifica
para dos copias de una ARN polimerasa dependiente de RNA (su sintesis es
mediada por un cambio de marco ribosémico -1). La enzima es expresada como
una proteina de fusion de dos componentes: “Gag-Pol” necesarios para el ensamble

correcto de la nucleocapside (Dinman, 1991).

Una vez concluida la sintesis proteica de ambos marcos de lectura, la proteina de
fusién Gag-Pol realiza dos actividades a través de sus dominios: el dominio Pol se
adhiere a un sitio de union de la cadena L-A (+) ss RNA denominado como: sitio de
union a virus (Virus Binding Site, VBS) el cual se localiza a 400 pares de bases
aguas arriba del carboxilo terminal en el extremo 3’. El anclaje establecido entre el
genoma Yy el dominio Pol asegura que, al momento de formar la capside la hebra

sea localizada en el interior de la misma y con ello brindar proteccion del material
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genético de las proteasas del huésped. Por su parte, el dominio Gag inicia la
polimerizacion de proteinas Gag libres previamente sintetizadas para edificar la
capside. En este proceso existe una competencia entre ambos virus por las

proteinas virales Gag necesarias para su encapsidacion (Schmitt, 2006).

Al finalizar la cadena L-A (+) ssRNA ejerce su segunda funcion: como plantilla. A
partir de esta cadena se genera una transcripcion de extremo a extremo en sentido
opuesto para generar la cadena L-A (-) ssSRNA. La transcripcién es mediada por la
segunda copia de la proteina de fusibn Gag-Pol la cual desempefa el papel de
transcriptasa dependiente de RNA. Al término del proceso se tendra un particula

viral madura o viron (Bostian, 1980).

Cada virén, esta constituido por: una cpside formada por 60 dimeros asimétricos
de la proteina Gag. Dentro de él, es contenido dos hebras de material genético
(Double Stranded RNA, dsRNA), cada uno en diferente sentido (cada copia con un
peso de 4.6 kb) y dos copias de la proteina Gag-Pol, proteinas que codifica el mismo
genoma necesarias para la actividad RNA polimerasa dependiente de RNA
(Wickner, 1992). De manera aislada, el virus auxiliar L-A no confiere el fenotipo Killer

ni origina alguna modificacion en el crecimiento o muerte celular (Castén, 1997)

La replicacién de los virus M es similar a los virus L-A (Figura 3). La Unica diferencia
es que, en cada viron M se puede estar contenido dos copias del genoma M dsRNA
de tamafio menor antes de ser exportados hacia el citoplasma del huésped. Este

fendmeno es nombrado “headful packaging” (Esteban, 1986).

26



(A) . (A)

MV L0 ssma "WV O ssrra

JININVNG 1 (4) ssria, s TNV (1) ssria

(B) \

| i M (+) ssRNA

/ \
Virus auxiliar L-A ,./ \ Virus Killer M

e .
O o O

gag-Pol

Figura 3. Replicacion viral. Transcripcion de la cadena L-A (+) ssRNA y la cadena M (+) ssRNA a
partir de una hebra de RNA mono catenario negativo (RNAmc-) dentro de su estructura virica o virén
respectivamente (A). La exportacion fuera del viron de la cadena plus de RNA mono catenario del
virus L-A auxiliar hacia el espacio citosélico de la levadura huésped da inicio al ciclo viral para ambos
virus. La hebra L-A (+) ssRNA ejerce dos funciones: en primer orden como una plantilla de la cual
se replica una hebra L-A en sentido negativo para asegurar un nuevo ciclo de replicacion viral y en
segundo lugar como un RNA mensajero para la sintesis proteica en la cual se proporcionan dos tipos
de proteinas: la proteina Gag la cual conforma en su mayoria la estructura de la nucleocapside y la
proteina de fusion “gag-pol” en la cual: el dominio Pol establece un anclaje a través del sitio de unién
al virus (Virus Binding Site, VBS) encontrado 400 pares de bases aguas arriba del carboxilo terminal
del extremo 3’ en el genoma y el cual asegura que al momento de formacion de la nucleocapside la
hebra se situé en el interior de esta para su proteccién. Por su parte el dominio Gag permite la
polimerizacion de proteinas Gag para la formacion de la nucleocépside necesaria en ambos virus.
Referente a la hebra plus del virus M Killer su funcién es destinada a dos objetivos: generan en su
sintesis una de las cuatro toxinas Killer actualmente reportadas y el servir como plantilla para generar
una copia minus o hebra negativa que asegura la replicacién viral (B). Tomada y modificada de
Schmitt, 2006; creada en BioRender.com.
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4.4.3 Toxina Killer 1 (K1).

En el género de Saccharomyces de la especie cerevisiae las toxinas KHR, KHS,
K1, K2, K28 y Klus son identificadas como responsables fenotipo Killer; todas
exhiben una diversidad en su base genética de la cual proceden y esta a su vez,
establece entre las mismas diferencias que enmarcan desde la composicion de
aminoécidos, la conformacion como toxina madura hasta su modo de accién
molecular (Magliani et al., 1997b; Schmitt, 2002).

Las toxinas KHR (Killer of Heat Resistant) y KHS (Killer of Heat Suceptible)
proceden de una base genética de DNA cromosomico. La toxina KHR esta
codificada en el brazo izquierdo del cromosoma IX mientras que la toxina KHS se
encuentra en el genoma del brazo derecho del cromosoma V. Ambas toxinas en su
conformacién madura son de menor peso molecular respecto a sus precursores;
KHR parte de una preprotoxina de 33 kDa en tanto la toxina KHS tiene un precursor
de 79 kDa. Pese a que las toxinas tienen su principio en DNA cromosémico las
diferencias son marcadas en especial en su mecanismo de accién. La toxina KHS
exhibe un posible mecanismo semejante al de las toxinas K1 o K2 esto debido a
mostrar 3 grupos de secuencias de aminoacidos hidrofébicos. Respecto a la toxina
KHR su mecanismo es probablemente diferente de K1 o K2 consecuente de no
exponer de manera puntal regiones hidrofobicas en la conformacién de proteina
funcional (Goto et al., 1990a; Goto et al., 1991b; Goto, 1990)

Por su parte las toxinas K1, K2, K28 y Klus son toxinas heterodiméricas,
estabilizadas por dos 0 mas puentes disulfuro (Schmitt & Breinig, 2002). Proceden
de un virus dsRNA citoplasmatico de la familia Totiviridae denominado M. El virus
M se clasifica en cuatro tipos: M1 (1.8 Kb), M2 (1.5 Kb), M28 (1.9 Kb) y Mlus (2.1-
2.3 Kb) segun la toxina codificada. A partir del inico ORF (Open Reading Frame,
ORF) en el extremo 5’ de una cadena ssRNA plus es secuenciado un precursor
primario polipeptidico denominado preprotoxina o “pptox” el cual, posterior a su
sintesis sufre modificaciones postraduccionales a través del reticulo endoplasmico

para dar origen a una protoxina y esta a su vez, trastocarse al aparato de Golgi para
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madurar y generar una toxina competente durante el almacenamiento en vesiculas

de secrecion (Bussey, 1972; Magliani,1997)
2.4.3.1 Sintesis de la toxina K1

La toxina K1 (19 KDa) es la exotoxina mas estudiada del sistema Killer. Procede de
un precursor primario o preprotoxina (pptox) de 35 kDa (316 aminoacidos), producto
de la sintesis de la cadena M1 (+) ssRNA. La pptox se encuentra integrada por
cuatro sub-unidades: 8, (44 residuos de aminoacidos) dominio dentro del cual es
localizado el péptido lider o sefial (26 residuos de aminoéacidos); a, (103 residuos
de aminoacidos) dominio con presencia de dos regiones hidrofébicas; y, dominio
central con tres posibles sitios de N-glucosidacion; B, (83 residuos de aminoacidos)
dominio vinculado en el reconcomiendo en cepas sensibles (Skipper, 1984; Boone,
1990; Bussey et al., 1990; Zhu, 1992).

La sintesis de la cadena M1 (+) ssRNA por parte de los ribosomas de la cepa
huésped en el citoplasma es la pauta inicial de la edificacion de la toxina K1. El
precursor primario o preprotoxina (pptox) recién sintetizado es dirigido hasta el
lumen del reticulo endoplasmico (RE) rugoso para sus posteriores modificaciones
postraduccionales. La conduccion es guiada por el péptido lider y proteinas
citosolicas denominadas comunmente “chaperonas” (Ssalp-Ssa4p). Una vez
situada la pptox en el lumen, la secuencia lider es escindida del dominio & para su
degradacion mediante la accién de una peptidasa en el extremo N-terminal. La
pptox dentro del reticulo es sometida a diversas modificaciones mediante la accion
de Hsp70 Bip (kar2p) y calnexina (cnelp): glucosilacion en los tres posibles sitios
del dominio y; plegamiento competente guiado por el dominio & (el cual posterior a
ello serd eliminado por corte enzimatico de una carboxipeptidasa). Las
modificaciones originan un péptido denominado protoxina (45 kDa) cuya
conformacion esta dada por los dominios a-y-B. A través del transporte anterogrado
vesicular con una cubierta de COP-II la protoxina es dirigida hacia el aparato de
Golgi hasta el compartimento tardio para efectuar cortes enziméticos (los cuales

difieren en velocidad) por parte de carboxipeptidasas: endopetidasa Kex2p y Kex1p
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en residuos di-basicos (Bostian et al., 1984; Marquina, 2002b). La escision elimina
la region y al mismo tiempo que produce las subunidades a y B de manera separada;
ambas almacenadas en una vesicula de secrecidon establecen generalmente tres
puentes disulfuro entre si, mediante una maduracion favorecida por la acidificacion
del pH vesicular adoptando la estabilidad de ambas subunidades y conformando el
dimero, estructura de la toxina madura K1 la cual es secretada por la cepa Killer en
vesicula de fusion de membrana y pared celular para asi, sea liberada en el medio
extracelular (Magliani, 1997; Schmitt, 2006; Gier,2019) .
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Figura 4. Dominios de pptox K1. La pptox es el precursor primario de la toxina K1 una vez
secuenciado de la cadena M1 (+). Su conformacion esta dada por 4 principales dominios. Con lectura
inicial en el extremo N-terminal se describe: el péptido sefial (posicion 1-26) requerido en la direccion
de la pptox hacia el reticulo endoplasmico y el cual, a su vez forma parte del dominio & o dominio
lider (posicién 27-44) encargado de la secrecion y plegamiento de la proteina. Subsecuente, es
localizado el dominio a (posicién 45-147), necesaria para el efecto letal en células sensibles con
ausencia de pared celular (esferoplastos); dominio y (posicién 148-242), subunidad susceptible a la
glucosilacion por parte del aparato de Golgi y preciso para la maduracién de la toxina en vesiculas

de secrecion; dominio B (posicion 243-316) localizado en el extremo C-terminal y esencial para la

30



union de la toxina a la pared celular de cepas sensibles. Tomada y modificada de Gier, 2019; creada

en BioRender.com.

El procesamiento de la toxina Killer 1 dentro de la levadura S.cerevisiae presenta
una similitud con respecto a una molécula de gran importancia biolégica en el
metabolismo humano (Figura 5). La insulina es sintetizada en las células B en los
islotes de Langerhans a partir de un precursor denominado preproinsulina, péptido
de 110 residuos de aminoacidos conformado por una secuencia lider y tres cadenas
B, Cy A. El procesamiento del péptido esta precisado por enzimas pertenecientes
a las familias de peptidasas (Hsp70 Bip y Calnexina) para eliminar el segmento de
secuencia lider y generar una proinsulina. La proinsulina da origen a la insulina
bioactiva mediante modificaciones postraduccionales llevadas en los organulos del
reticulo endoplasmico y aparato de Golgi; sufre procesamiento al igual que la
protoxina por proteasas homoélogas a Kexlp y Kex2p; carbopeptidasa: H y
endopeptidasas: PC1 y PC2, estas Ultimas dependientes de calcio (ca?*) que
precisan de un pH acido dentro de los granulos de secreciéon. La insulina esta
conformada por las cadenas A (cadena corta de 20 residuos de aminoacidos) y B
(cadena larga de 31 residuos de aminodacidos) estabilizadas por tres puentes
disulfuro entre las cisteinas, dos externos (A7-B7; A20-B19) y uno interno (A6-A11).
(Mayer, 2007; Niswender, 2011; M. Liu et al., 2018; Vakilian, 2019). Actualmente se
ha considerado que la toxina K1 se encuentre estabilizada por dos puentes disulfuro
entre sus dos subunidades que conforman el dimero (Gier et al., 2019).
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Figura 5. Homologia en el procesamiento de la toxina K1 y la insulina. Ambos péptidos comparten
similitud en el proceso de maduracion (A). La proinsulina, al igual que la protoxina sufre cortes
enziméticos (linea roja punteada) por peptidasas H y carbopeptidasas PC1, PC2 homoélogas a Kex1p

y Kex2p (B). Tomada y modificada de Vakilian, 2019; creada en BioRender.com

4.4.4 Blanco molecular de la toxina K1: TOK1p.

TOK1 (Two domains Outwardly Potassium K* Channel) es una proteina de 691
residuos de aminoéacidos que se encuentra codificado por gen DUKY localizado en
el brazo izquierdo del cromosoma X del genoma de la levadura y es el unico canal
de potasio de rectificacion saliente con dos dominios de poro en tandem.
Actualmente el canal es nombrado como TOK1 sin embargo, dentro de la
bibliografia también se identifica con las siglas: TOK1 o Tok1, DUCK1, YORK, YPK1
0 YKC1 (Ketchum et al., 1995).

El canal de potasio TOK1p es expresado en las membranas celulares y se clasifica
como un transportador iénico, proteina formadora de poros en la membrana
bioldgica que permiten el transporte a través diversos iones para su intercambio y/o

eliminacién. Aun cuando su papel fisioldgico no estd esclarecido en la literatura,
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varios estudios otorgar una contribuciébn en procesos como: el balance del pH
intracelular, mantenimiento del potencial de membrana, preservacion de la correcta
estructura y forma de las células asi como una intervencion auxiliar en el proceso
de estrés osmatico. Mediante la respuesta a un estimulo fisiolégico el trasportador
TOK1p experimenta conformaciones de apertura y cierre regulando asi, la

permeabilidad del potasio a través de la membrana (Hille, 1978; Arifio et al., 2014)

TOK1p como canal, consta de 8 segmentos transmembranales y dos dominios de
poro en tandem: el primero situado en el TM5-6 y el segundo localizado en el TM7-
8; cada dominio de poro contiene un octapéptido. La forma funcional del canal es
un dimero y es activado por despolarizaciéon de la membrana, modulado por
concentracion interna de potasio y presenta una alta sensibilidad al pH. (Figura 6)
(Ketchum, 1995; Ahmed, 1999; Saldafia C, 2002).

TOK1p

() Two domains Outwardly Potassium K+ Channel

- o 4
Dimero. ( 3
Estructura Funcional N
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o ©® o ® c
© ®

Figura 6. Representacion del canal TOK1p. Proteina de 691 residuos de aminoacidos codificada en
el brazo izquierdo del cromosoma X por el gen DUKY del genoma de la levadura y expresado en la
membrana plasmatica. Su estructura cuaternaria es un dimero y el poro de selectividad del canal es
el tnico en la cepa como rectificador saliente (B). El mapa topogréfico del canal TOK1p en estructura

de mondémero muestra 8 cruces transmembranales (S1-S8) y sus 2 dominios de poro (P1, P2) con

33



rectificador saliente del ion de potasio (K*) (B). Tomada y modificada de Ahmed, 1999; Saldafia C,

2002; creada in BioRender.com

Con respecto a lo anterior, la movilizacion y acumulacion de potasio (K*) representa
para la cepa de levadura un cation monovalente de vital importancia para procesos
fisiolégicos y quimicos relacionados en la actividad celular posicionandolo a cargo
de funciones fisiologicas vitales entre las cuales se encuentran: regulacion y
mantenimiento del potencial de membrana, regulacion del volumen celular y pH
intracelular, correcto proceso de reacciones enzimaticas y proporcionar un ambiente
citosdlico ideal para la correcta sintesis proteica (Ramos, 1992; Alijo & Ramos,
1993)

Como catibn monovalente tiende a acumularse dentro de la célula y su
concentracion intracelular oscila alrededor de 135 mM, concentracion 7.5 veces
mayor comparado con el sodio (Na*) catién que tiende a presentar concentraciones
de 18 mM y una actividad toxica en concentraciones elevadas en el citoplasma. El
flujo apropiado de ambos cationes y con ello un mantenimiento del equilibrio
homeostatico asi como correcto gradiente electroquimico de H (+) es imprescindible
para la absorcion y utilizacion de nutrientes, crecimiento y la supervivencia celular
en la levadura (Canadell & Arifio, 2016; Yenush, 2016).

En el canal TOK1p la movilizacion de K+ (2.66 A: angstrom) es a través de los dos
dominios de poro tandem, region clave en la selectividad ionica y permeabilidad del
este aun cuando su longitud sea casi el doble en comparacién con el sodio (1.9 A).
En el afio 2002 a través del trabajo de Saldafia C y colaboradores se observé que
la selectividad al K+ por parte de los dominios formadores de poros era afectada al
separarlos mediante mutagénesis dirigida al canal TOK1lp para generar dos
fragmentos del canal cada uno con un dominio formador de poro: el primero, una
proteina conformada por 6 segmentos transmembranales y un dominio de poro
denominado TOK1A y el segundo fragmento, formado por dos segmentos
transmembranales y un domino de poro nombrado TOK1B, ambos no existentes en
la naturaleza (Saldana C, 2002).
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El efecto de muerte celular que ejercen las cepas K" del género S.cerevisiae en
organismos sensibles de la misma especie o relacionado es mediado por la
sensibilidad de diversas moléculas blanco a las toxinas, estas fungen como receptor
permitiendo el reconocimiento de la toxina y con ello su efecto. El blanco molecular
puede ser localizado en la pared celular, membrana plasmética o en el interior de la
célula (Novotna, 2004; Sheppard & Dikicioglu, 2019).

A pesar del descubrimiento del efecto Killer en los afios 60’s, el blanco molecular de
la toxina K1 no fue determinado hasta el afio 1999. A partir de la secuenciacién del
genoma de S.cerevisiae se encontrd en uno de sus multiples marcos de lectura el
canal selectivo a potasio TOK1. Consecuentemente en 1999, mediante la expresion
del canal de potasio TOK1p en ovocitos de rana Xenopus laevis se precis6 como

potencial blanco molecular de la toxina K1 ( Ahmed et al., 1999).

El mecanismo de accién de la toxina K1 adn no ha sido puntualizado ampliamente,
no obstante, existen estudios que proponen posibles mecanismos de accién de esta
toxina (Bussey, 1991). Con mayor aceptacion es el efecto Killer producido por medio
de la asociacioén de la toxina K1 con una proteina denominada Krelp localizada en
la membrana plasmatica para posteriormente interaccionar con el canal de potasio
TOK1p (Figura 7) (Ahmed et al., 1999; Breinig & Schmitt, 2002).

ESPACIO EXTRACELULAR

Saccharomyces cerevisiae K™

ESPACIO INTRACELULAR
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Figura 7. Efecto Killer de una cepa K. Mediante el mecanismo de accién de toxina K1 sobre el
canal TOK1p en una cepa sensible Kil-, Receptores primarios y componentes de la pared celular (A).
Posterior a la liberacion de la toxina K1 esta sufre una disociacion de sus subunidades, efecto de un
pH acido ~4.6 presente en el medio extracelular. La interaccion de las subunidades en la pared
celular y la membrana plasmatica por medio de reconcomiendo de diversos receptores produce una
muerte celular en cepas sensibles a la toxina. Tomada y modificada de Ketchum, 1995; creada en

BioRender.com

Posterior a la liberacion de la toxina al espacio extracelular, se ha sugerido que K1
heterodimérica se disocia en sus dos subunidades a y B debido al efecto del pH
acido extracelular con valor aproximado de 4.6 el cual genera rompimiento de sus
enlaces disulfuro (Pfeiffer, 1988). La separacion permite la union de una de las
subunidades de la toxina, probablemente de subunidad B con 1,6-B-D-glucano
proteina unida a un glicosilfosfatidilinositol (GPI) en el espacio extracelular (Breinig
et al., 2002a, Breinig et al., 2002b). 1,6-B-D-glucano es un receptor asi como uno
de los principales componentes presentes en la pared celular al igual que 1,3-B-D-
glucano, manoproteinas y quitina (Boone et al., 1990). El receptor es clasificado
como primario y codificado por el gen KRE1 (Killer resistant) el cual codifica
proteinas estructurales de la pared celular, asi como la proteina Krelp, proteina
localizada en la membrana celular. Una vez establecida la interaccion con la pared
celular de la cepa sensible, la subunidad a posiblemente presenta una translocacion
hacia la membrana plasmatica la cual genera una posible interaccién con la proteina
Krelp y una unién al canal TOK1p provocando con ello, la activacion de este y un
cambio de probabilidad de apertura (Ahmed et al., 1999; Bertl, 1998) . La apertura
del canal sin control de cierre conduce a la despolarizacién de la membrana,
liberacion desmesurada de iones de potasio hacia el espacio extracelular y
desbalance osmdtico, eventos que culminan en la muerte celular. La inhibicion
causada por la toxina es incrementada a pH bajos (rango de 4.0-4.7) y es

irreversible a través del tiempo (de la Pena et al., 1981; Schmitt & Reiter, 2008).

Dentro de la estructura del canal TOK1p, la presencia de un mayor niumero de

cisteinas (13 residuos de cisteinas) con respecto a otros canales de potasio es un

36



aspecto a considerar. Las cisteinas se encuentran relacionadas con diversos
aspectos entre ellos: la estabilidad de la proteina al formar puentes disulfuro
estructurales, enlace formado mediante un atomo de Oz (oxigeno) en acercamiento
con un atomo de S (azufre) estableciendo una interaccion S—O; proteccion frente
a posibles dafos por Especies Reactivas de Oxigeno (ROS); transformaciones
biolégicas como reacciones cataliticas de proteinas enzimaticas (Backus, 2019).

En relacion al efecto Killer, las cisteinas se han considerado como elemento clave
del efecto letal de la toxina K1 debido a los puentes disulfuro que establecen en pH
de rangos bajos (4.5-4.7). Evidencia actual indica que las cisteinas 248 y 312
localizadas en la subunidad 3 de la toxina intervienen en la unién de la toxina K1
con cepas sensibles y esferoplastos, estas ultimas genéticamente modificadas que

presentan ausencia de pared celular (Gier et al., 2019, 2020) .

La interaccién toxina-blanco molecular por cisteinas en la naturaleza ya se ha
reportado, ejemplo de ello es el caso reportado en Arabidopsis, planta herbacea
perteneciente a la familia Brasicaceas la cual posee una cinasa CRK36 de tipo
receptor rico en cisteinas y el cual es un componente de sefializacion que regula
varios procesos celulares como la inmunidad vegetal. El receptor responde al
patdgeno fangico necrotico Alternaria brassicicola desencadenando la muerte
celular y el estallido de ROS (Lee,2017). Otro ejemplo, es el observado en
purificados veneno Marroquin escorpion Androctonus mauretanicus mauretanicus y
su alta afinidad selectiva por diversos canales de potasio. La clase de toxinas
denominadas “K* channel toxins” o “K* channel blocker’s toxins (KTxs), péptidos
cortos (28-40 residuos de aminoacidos) reticulados por tres a cuatro puentes
disulfuro presentan afinidad de union a los canales Kv4 mediante interacciones
hidrofobicas, de enlace de hidrogeno y electrostaticas a nivel de filtro de selectividad
del poro del canal, asi como el vestibulo exterior del mismo; sitios con motivos ricos
en cisteina y aminoacidos de carga positiva como lisina o arginina. La union produce
en ambas moléculas (toxina y blanco) una reorganizacion estructural que concluye

en el bloqueo del canal (Martin-Eauclaire & Bougis, 2012).
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Por otra parte, es conveniente considerar el papel posible factor protector de los
blancos moleculares ya que, en ausencia de estos posiblemente no se efectuara el
reconcomiendo y por ende se evadiera el efecto de la toxina sobre la cepa sensible.
En 1990, el receptor Krelp se consider6 un factor de inmunidad a la toxina debido
a que las cepas mutantes con ausencia del receptor presentaban una disminucién
en el efecto de letalidad pero no una nula inmunidad a la toxina; esto genero la pauta
a colocar al receptor como una primera interaccioén de la toxina, pero no la Unica y
final (Bussey et al., 1990; Sesti et al., 2001). Con respecto al canal TOK1p, evidencia
respalda su papel de resistencia frente a la toxina presente en cepas con delecion
del canal y asi mismo una mayor sensibilidad cuando este es sobre expresado
(Adam Bertl et al.,1993; Ahmed et al., 1999)

4.5 Importancia del sistema Killer.
A partir del descubrimiento del sistema Killer de la levadura S.cerevisiae, su
investigacién asi como aplicacion del mismo para diversos sectores humanos ha

generado un creciente interés ( Schmitt & Breinig, 2002; Muccilli & Restuccia, 2015).

La aplicacién del fenébmeno se ha evocado principalmente en la industria alimentaria
de produccion de cervezas, licores y con mayor abordaje en el area vinicola. Las
cepas de levadura productoras de toxina K1 modificadas genéticamente son
empleadas en la actualidad como: cultivo precursor en la elaboracién de vino,
estrategia que evita la presencia de microorganismos indeseados los cuales
pudiesen modificar cualidades organolépticas (vida de anaquel y deterioro de la
calidad del producto) asi como una estrategia para la reduccién del tiempo de
produccion, esto mediado por autolisis de la levadura. A razén de lo anterior, el
sistema Killer se ha catalogado como un eficiente bioconservador el cual asegura
calidad del producto, minimiza mermas y agiliza tiempos de producciéon (Jane
Lombardi et al., 2015; Velazquez et al., 2016).

En el area biomédica, estudios han observado el efecto Killer procedente de
diversas levaduras no se encuentra delimitado a matar cepas sensibles

pertenecientes al mismo género ya que puede exhibir efecto en especies
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relacionadas en especial en patdégenos de importancia biomédica como lo son:
Candida albicans, Salmonella typhimurium, Proteus vulgaris, Staphyloccocus
aureus; Escherichia coli, Yersinia enterocolitica, Mycobacterium tuberculosis; estos
reportes han postulado a considerar el efecto Killer como un potencial
antimicrobiano (Polonelli et al., 1983; Morace et al., 1984; Walker et al., 1995).

En el grupo de investigacion a través de la busqueda de marcos de lectura abiertos
similares a TOK1 en bacterias patdgenas se logré identificar proteinas con
homologia al canal e inexistencia de reporte previo. Las proteinas no solo exponian
homologia en secuencia, de igual forma se observd analogia en sus perfiles de
hidropatia respecto al de TOK1p. Dentro de las bacterias patdégenas y a través de
experimentacion se preciso la sensibilidad ante la toxina de Klebsiella pneumoniae,
bacteria Gram negativa perteneciente a la familia Enterobacteriaceae responsable
de enfermedades denominadas como infecciosas oportunistas. El resultado
obtenido en el grupo de trabajo, respalda que el efecto de la toxina tiene como
elementos claves: la homologia con el blanco molecular TOK1p y la posible
presencia de residuos de cisteinas, aminoacidos asociados al anclaje de toxina con
su blanco (Villarreal J, 2018).

En la actualidad no existe reporte alguno de la presencia de un canal de potasio

homologo al canal TOK1p en seres humanos.

4.6 Sistemas de expresion heteréloga.

Los sistemas de expresion heteréloga son métodos frecuentemente utilizados que
permiten la manipulacion y expresion genética en una especie o linea celular distinta
a la del origen. Su desarrollo se basa en el empleo de un organismo hospedero y
un vector de expresion o fragmentos de DNA/RNA que posee los elementos
genéticos necesarios para la trascripcion y traduccién del objetivo de interés. Los
sistemas de expresion heter6loga empleados para la obtencion de péptidos ofrecen
las ventajas de: una elevada tasa de produccion, la obtencién de un péptido con
modificaciones disefiadas para la incorporacién de mejoras y el estudio de la
funcionalidad en un organismo diferente al de su origen. (Ferrer-Miralles, 2015).
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La bacteria Escherichia coli, representa el hospedero mas empleado con alta
frecuencia en los sistemas de expresion heterdloga debido a: una alta tasa de
replicacion y ausencia de N-glucosilaciones, proceso postraduccional que interfiere
en una correcta sintesis de proteinas heterélogas (Yokoyama, 2003). No obstante,
el empleo de organismos procariontes resulta poco util para la sintesis de proteinas
complejas como las de origen eucarionte puesto que, su sintesis resulta en una
macromolécula téxica para el hospedador procarionte adicionado a una ineficiencia
del procesamiento postraduccional como el correcto plegamiento o corte
enzimatico, mecanismos que en conjunto generan una molécula mal plegada o

ausente de funcionalidad (Aydin, 2012) .

Actualmente el empleo de organismos eucariontes como hospederos ha sido un
modelo mas atractivo para el estudio de la expresion, procesamiento y secrecién de
proteinas heterdlogas con un alto peso molecular. Células como las levaduras y las
células de mamifero proporcionan: capacidad de crecimiento celular siendo
hospedero, manipulacién genética Optima y eficiente en las modificaciones
postraduccionales que brinda en conjunto la capacidad para generar una molécula
de alto peso molecular, bioactiva, funcional y de factible escalabilidad hacia otros
organismos de mayor complejidad (Buckholz & Gleeson, 1991; Romanos et al.,
1992; Smith et al., 1985). Los péptidos procedentes de una expresion heterdloga
son objeto de mayor estudio y aplicacién en areas biomédicas, agroalimentarias e
industriales ( Grillberger, 2009).

Con relacién a lo anterior, la levadura organismo eucarionte unicelular ha sido
empleado con éxito en la produccion de moléculas de importancia terapéutica. Lee
y colaboradores en 1999 generaron un sistema de secrecion de proteinas
recombinantes en S.cerevisiae como hospedador. La expresion heterdloga de las
proteinas diana: factor estimulante de colonias de granulocitos (hG — CSF) y
hormona de crecimiento humano (hGH) se desarrolld6 mediante el casete de
expresion que comprendia: la secuencia lider de la toxina asesina Kluyveromyces

lactis; 24 residuos de aminoacidos (Ser5-Ala28) del residuo N-terminal de
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interleucina 1B humana (hlL-18 humana), péptido potenciador; sitio de escisién de
endopeptidasa dibasica KEX2; una de las dos proteinas diana. La cepa presento
una alta eficacia de secrecion (1,3 g/L) de proteina recombinante en el caldo de
cultivo (J. Lee et al., 1999). La N-glucosilacion del péptido potenciador por la cepa
es un factor de influencia para una efectiva secrecion de proteinas diana al igual
gue el procesamiento eficiente por parte de la carbopeptidasa KEX2 (Sleep et al.,
1990; Kjeldsen, 2000; Kyoung et al., 2005).

Dentro de la produccién y andlisis de proteinas heterélogas el fenotipo Yeast killer
y la produccion de toxinas es un campo de gran interés. Se ha identificado en mas
de 100 especies atribuido a 45 especies de levaduras, pero no siendo exclusivo de
las mismas; evidencia reporta la produccién de toxinas como mecanismo de
competencia en bacterias y hongos (Klassen, 2017). En el espectro de aplicacién
del sistema se encuentra el empleo como potencial antimicrobiano en animales
como humanos; control biol6gico de plagas en cultivos; estratégico componente de

produccion y calidad en productos alimenticios, entre otros. (Smith, 1985).

En el afio 2017 se presentd por primera vez en Pichia pastoris la expresion
heterdloga de la toxina K28 y su produccion en variantes fluorescentes conservando
la efectividad de estas a pesar de la pronunciada sensibilidad de las toxinas Killer a
cambios de pH o fusiones a subunidades citotoxicas. K28, proteina heterodimérica
a/B de la familia A/B secretada por S.cerevisiae (Ki'*) posee un Unico y particular
mecanismo de muerte relacionado a la unioén en la superficie de la pared celular en
células diana seguido por endocitosis mediada por receptores y su transporte
retrogrado por via secretora hacia el nacleo(Heintel, 2001). La expresion de la toxina
K28 fusionadas con flur6foros mCherry y mTFP en la cepa hospedadora P.pastoris
GS115 (Ki") se logré debido a una alta densidad de fermentacion celular. La
expresion heteréloga permiti6 la obtencion un alto rendimiento de la toxina
conservando su toxicidad y especificidad de forma in vivo. Mediante sefiales de
fluorescencia se permiti6 comprobar el Unico componente requerido para la union

de K28 a receptores primarios de levaduras sensibles es la subunidad B. El empleo
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de fluréforos y su rastreo mediante la fluorescencia el a nivel microscopico en tiempo
real permite conocer sitios y mecanismos de accion de las moléculas sin necesidad
de procedimientos que requirieran fijacibn o permeabilizacion celular ambos
métodos empleados en células de mamifero los cuales generan muerte

(Giesselmann et al, 2017).

V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.
La compresion del sistema Killer de la toxina K1 es parcial, escasos antecedentes
reportan un mecanismo de interaccion especifico entre la toxina y su blanco
molecular. Los diversos enfoques en la investigacion del sistema y sus
componentes se han limitado en el estudio en hospedadores como otras levaduras
del mismo género o especies relacionadas a S.cerevisiae sin referencias de una

expresion en otra diversidad celular como lo son las células de mamifero.

Estas limitantes de compresion frenan la posibilidad de estudiar al sistema Killer y
sus caracteristicas de produccion de toxinas, autoinmunidad, crecimiento celular
selectivo entre otros en diversos organismos asi como una posible aplicacion en

campos como lo son: el biomédico, la agricola y/o industria alimentaria.
VI.  JUSTIFICACION.

El empleo de sistemas de expresién heterdloga, técnica de biologia molecular
representa una oportunidad para la caracterizacion del mecanismo Killer procedente

de la toxina K1.

La expresion de los componentes del sistema en células de mamifero como
hospedero permitira: eliminar factores intrinsecos propios de la levadura que hasta
el momento no han permitido una descripcién concreta de la interaccion de los
elementos toxina-blanco molecular asi como el estudio del desarrollo de un sistema

con control dirigido y la posible aplicacion a largo plazo en el area biomédica.
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VII.

VIII.

HIPOTESIS.

El empleo del vector de clonacion PcDNA 3-EGFP permite el disefio y la
construccion molecular del canal TOK1.

Las lineas celulares de mamifero MCF-7; MCF-12F expresan el canal TOK1p
blanco molecular de la toxina K1.

Las lineas celulares de mamifero MCF-7; MCF-12F expresan los segmentos
TOK1 A, TOK1 B.

OBJETIVO GENERAL.

Generar un sistema de expresion heteréloga del canal TOK1p del sistema Killer

presente en S.cerevisiae en lineas celulares de mamifero.

IX.

8.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS.

Disefiar la construccion molecular del canal TOK1 del sistema Killer de
S.cerevisiae empleando el vector de clonacion pcDNA 3-EGFP.

Expresar de manera heterdloga y transitoria el canal TOK1p en las lineas
celulares MCF-7; MCF-12F.

Expresar de manera heter6loga y transitoria los segmentos TOK1 A, TOK1
B en las lineas celulares MCF-7; MCF-12F.

METODOLOGIA.

9.1 Modelaje estructural del canal TOK1.

Para un mejor entendimiento de la posible conformacion espacial del canal TOK1,

se realizO0 un modelamiento in silico. Mediante el software SWISS-MODEL vy el

empleo de las secuencias de aminoacidos del canal TREK 1y TOK1 se generd un

alineamiento de ambas lo cual permitio la minimizacién estructural del canal

mediante el software PyMOL V0.99. El canal TREK 1 pertenece a la familia KCNK

y fue seleccionado como molde debido a ser el canal de mayor identidad respecto

a la secuencia de TOK1 reportado hasta el momento, abarcando los cruces de

transmembrana 2 (S2) hasta 8 (S8) incluidos los dos dominios de poro en tandem.
(Villarreal, 2018).
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9.2 Andlisis bioinformatico de TOK1 y homdlogos.

Para verificar la presencia de regiones de similitud de la secuencia biologica en
nucledtidos del canal TOK1 en homo sapiens se emple6 la plataforma NCBI
apartado GenBank Overviev como base de datos y nucleotide BLAST como

herramienta bioinforméatica de alineamiento local.

De igual forma, se realizdé una busqueda de canales pertenecientes a la familia de
genes KCNK presentes en homo sapiens. La familia KCNK codifican canales
selectivos de potasio con dos dominios de poro y cuatros segmentos
transmembranales altamente regulados, presentes en su mayoria en el sistema
nervioso y sistema muscular (Goldstein et al., 2001). La busqueda se centré en
células de interés: mama y cancer de mama, asi como el recuento de cisteinas,
aminodacidos con especial relevancia en la sensibilidad a la toxina K1. La alineaciéon
fue mediante el empleo de secuencias de aminoacidos y los programas Aling
Uniprot, COBALT-NCBI Y Jaview.

9.3 Cultivo celular.
Para el presente experimento se empled la linea celular MCF-7; MCF-12F (Michigan
Cancer Foundation clona 7 y clona 12) y HEK-293 (Human Embryonic Kidney,

experimento niumero 293), esta Ultima como cultivo control.

Las lineas celulares Michigan Cancer Foundation son células ductales procedentes
de tejido mamario. La linea celular MCF-7 fue adquirida de una mujer caucasica de
69 afios de edad mediante una biopsia de neoplasia maligna de tipo
adenocarcinoma metastasico epitelial (Numero de catdlogo ATCC HBT-22, RRID:
CVCL_0031). La linea celular MCF-12F fue obtenida de una mujer caucasica de 60
afos de edad nulipara mediante una mamoplastia de reduccién de tejido epitelial
no tumorigénico. La mujer presentaba enfermedad fibroquistica de mama que
contenia areas focales de hiperplasia intraductal (numero de catalogo ATCC CRL-
10783, RRID: CVCL_3745).
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Respecto a la linea celular HEK-293, es una linea celular transformada. Procede de
un rifidn embrionario humano producto de un aborto espontaneo que, posterior al
evento fue transformada por la exposicion a fragmentos de DNA de adenovirus tipo
5 con el objetivo de producir virus y ciertas proteinas (nUmero de catalogo ATCC
CRL-1573; RRID: CVCL 0045).

El cultivo celular fue mediante de acuerdo al manual ATCC. El medio de cultivo fue
DMEM (Medio de Eagle Modificado por Dulbecco) alto en glucosa y piruvato marca
GIBCO formulado por ATCC (numero de catalogo 30-2002) suplementado con SBF
(Suero Fetal Bovino) al 10% marca GIBCO, 100 U/mL de penicilina y 100 pg/mL
estreptomicina. Los pardmetros de cultivo fueron: CO2 al 5% y a una temperatura

de 37°C en cajas de 60 mm para cultivos madre marca NEST (Saldafia C ,2009).
El proceso de manteamiento de las lineas celulares fue el siguiente:

1. Se retir6 y desecho el medio DMEM mediante aspiracion de la caja que
contenian la linea celular.

2. Se realizdé un lavado de la capa celular mediante dos fases: la primera, la
adicién de 1mL de solucién de Verseno marca GIBCO (contenido en mM:
136 NaCl, 2 KCI, 8 Na2HPO4; 1 KH2PO4; 0.6 EDTA) a la caja de cultivo y
dejandolo reposar por un periodo de 1 minuto seguido a la aspiracién del
mismo. La segunda fase fue realizada en la adicién de 300 pL de tripsina
marca GIBCO seguido de una incubacion de 3 minutos en una temperatura
de 37°C en conjunto con una disgregacion mecanica por medio de un pipeteo
repetitivo y continuo.

3. Para la inactivacion de la digestion enzimatica generada por la tripsina, se
adiciond los mL necesarios restantes de medio DMEM para un volumen total
de 3 ml.

Se observaron las células bajo un microscopio invertido para asegurar la dispersiéon

homogénea de la monocapa celular.
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9.4 Estructuracion de plasmidos.
Para la transfeccion de canal TOK1 y sus segmentados (TOK1 A, TOK1 B) genes
de interés en las lineas celulares de mamifero, se partié de la construccion pGEMA-

TOK1, proporcionado amablemente por el Dr. Goldstein S.A.

La construccion pGEMA-TOK1 procede del plasmido comercial pGEM-9Zf (-)
modificado. Sus ediciones moleculares de poli-adenilados fueron implementadas
con el objetivo de emplear el plasmido como vector de clonacién y expresion in vitro
en ovocitos de Xenopus laevis de RNAs poli-adenilados correspondientes a canales

dependientes de voltaje (Kv) procedentes de cerebro de rata (Figura 8).
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Figura 8. Plasmido GEM-9Zf (-). Vector de clonacion con un sitio de clonacion multiple (MCS,
Multiple Cloning Site) para la sintesis de RNA in vitro, la produccién de DNA mono catenario (SSDNA,

Single —stranded DNA) y la generacion de delecién en orientacion unidireccional.

La poli-adenilacion fue dirigida en la adiccion de una cola de poli-adeninas en los
oligonucledtidos (5" pGGCCA40GC-3" y 3"-T40CGCCGGp-5") generando cebadores
gue contenian su sitio de reconocimiento en Notl préximos al promotor T7 (Figura

9). El vector comercial pPGEM-9Zf (-) editado se renombré6 a pGEMA vy el cual
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presento un sitio Unico para la enzima de restriccion Notl y conservé el sitio multiple

de clonacion (Swanson et al., 1990).
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Figura 9. Plasmido pGEMA. Ediciones moleculares dirigidas: adicién de una cola de poli-adeninas
en los oligonucledtidos (5'pGGCCA4GC-3" y 3'-T120CGCCGGp-57), cebadores con region de

reconocimiento en el sitio Notl.

Posterior al disefio del plasmido pGEMA éste fue empleado en la clonacion del
inserto TOK1, canal rectificador saliente selectivo a potasio. Para ello se disefiaron
oligonucledtidos adicionales de cada primer para la construccion de los sitios de
resticion de las enzimas: Sall, BamHI y Bglll, Hindlll te (5'-
GCCACCGAAGCTTAGATCTGCTTCGGGTGTTTGTATATCAAAGTGTC-3' vy 5' -
GCCACCGGTCGACGGATCCATGACAAGGTTCATGAACAGC-3) incluidas en el
gen TOK1. La amplificacion y clonacién del gen fue dirigido en los sitios de Sall y
Hindlll (figura 10). La construccion resultante se denominé pGEMA TOK1 (Ketchum
et al., 1995).
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Figura 10. Plasmido pGEMA TOK1. Amplificacién y clonacion del inserto de interés: gen del canal
TOK1 asi como los sitios de restriccion de las enzimas Sall, BamHI y Bglll, Hindlll te (5'-
GCCACCGAAGCTTAGATCTGCTTCGGGTGTTTGTATATCAAAGTGTC-3' y 5' -
GCCACCGGTCGACGGATCCATGACAAGGTTCATGAACAGC-3"). Los sitios dirigidos de clonacién
fueron en Sall y Hindlll. La secuenciacion total de la construccion pGEMA TOK1 gener6 el resultante
de una identidad total a la secuencia de nucleétidos correspondientes al canal TOK1 (procedente del
ORFJ0911; NCBI, National Center for Biotechonology Information).

La construccién de TOK1 Ay TOK1 B procedi6 de la mutagénesis del canal TOKL1.
Con el objetivo comprender la contribucion de los dominios de poro (2P) en las
propiedades funcionales del canal y mediante su division y expresion por separado
de sus dos dominios de poro en tandem (2P) se originaron las estructuras: TOK1 A
conformada por 6 segmentos transmembrana (TM) y un dominio de poro; TOK1 B
con 2 segmentos transmembrana (TM) y un dominio de poro. Los primers
empleados fueron 5-AGGTCCAAATCG T A G A TCT ATTATATGGAT-3'y 5'-
ATCCATATAA T A G A TCT ACGATTTGGACCT-3'" directo e inverso,

respectivamente. En el primer directo, las bases resaltadas en negritas indican los

nucleotidos remplazados, en cursiva se muestra los nucleétidos de término mientras

que, en el formato de cursiva se sefiala el sitio de restriccion Bglll. La amplificacion
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de los extremos 5°- y 3’ de las construcciones empleo cebadores universales y su
clonacion fue dirigida en los sitios BamHI y Bglll en el vector pPGEMA (Saldafia C,
2002).

Partiendo de los plasmidos: pPGEMA TOK1 (donacion amablemente realizada por la
Dra. Karen Ketchum); pGEMA TOK1 A y TOK1 B (otorgados por el Dr. Carlos
Saldafia) se disefiaron las construcciones empleadas en el desarrollo de la presente
tesis utilizando el vector pcDNA3 EGFP.

El vector pcDNA3-EGFP (figura 11) fue solicitado a la marca Addgene (numero de
catdlogo 13031) proporcionado por el Dr. Doug Golenbock, Universidad de
Massachusetts. Su donacion fue en medio LBamp-agar para Ssu posterior

almacenamiento en una cdmara de congelacion a -70°C de temperatura.
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Figura 11. Vector pcDNA 3 EGFP. Vector de expresion en células de mamifero (6159 pb).

9.5 Pre-cultivo de bacterias competente Escherichia coli C2925H.
Con la finalidad de una correcta transfeccion se realiz6 un pre-cultivo empleando la

cepa E.coli C2925H, celulas competentes deficientes en metil-tranferasa que
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permiten el crecimiento de plasmidos sin metilacion Dam y Dcm, las cuales a su vez
generan una produccién de resguardo. A partir de un cultivo madre conservado en
DMSO (Di-metil-sulféxido) y en condiciones estériles se tomd una alicuota de
células de 50 pL y se suspendieron en 5 mL de medio LB liquido (Luria-Bertani;
pectona, vitaminas B, cloruro de calcio, extracto de levadura) liquido sin antibiéticos.
Posterior a ello se realizo el crecimiento de cultivo durante un rango de 12-16 horas

a 37°C en agitacion en 200-225 rmp (Revoluciones por minuto).

9.6 Transformacion de células competentes por choque térmico.

Para la trasformacion bacteriana de la cepa de E.coli C2925H se emplearon los
plasmidos pGEMA (3015 pb) con los insertos: canal TOK1 (2100 pb), TOK1 A
(71100 pb), TOK1 B (71150 pb) respectivamente separados y el plasmido pcDNA 3-
EGFP.

Previo a la transformacion se consider6 el calculo de la proporcionalidad de 50 ng
de DNA plasmidico por uL de células competentes evitando asi una dilucion alta
que comprometiera la concentracién del pldsmido y con ende la eficacia de

transformacion.

Se transfirié 100 yL de suspensién de células competentes en tubos Eppendorf de
1.5 mL y se adicioné 2 uL de DNA plasmidico (no mayor a 50 ng) suspendidos en
agua estéril. El choque térmico se realizé en tres fases: la primera, se mezclé el
contenido suavemente en forma circular y se incubaron los tubos en un contenedor
con hielo por un periodo de tiempo de 30 minutos; segunda fase: se expusieron los
tubos Eppendorf a una temperatura de 42 °C por medio de un bafio con agua en
movimiento e incubd por 2 minutos evitando crear agitacion; en la tercera fase, los
contenidos de los tubos Eppendorf se trasladaron nuevamente al contenedor con
hielo durante 2 minutos. Posterior al choque térmico se le adiciono a cada tubo
Eppendorf 1mL de medio liquido LB s/AMP (ampicilina) e incubo a una temperatura
de 37°C por un periodo de 25 minutos en agitacion. La incubacion en medio sin
ampicilina (AMP) permitié la recuperacion bacteriana y expresion del gen B-
lactamasa, antibiéticos codificados por el plasmido que confiere resistencia a la
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ampicilina. Concluido el tiempo, se centrifugo a 14 rmp por 10 minutos y se decantd
el excedente sobre papel absorbente estéril. La centrifugacién permitié aislar las
bacterias E.coli C2925H del medio de manera mecanica.

9.7 Determinacion de bacterias transformantes.

El plaqueo de bacterias se realiz6 posterior y de manera inmediata a la
centrifugacion y decantacion del proceso de choque térmico. Se tomd biomasa de
células por medio de asadas previamente esterilizadas por flama y se sembrd en
placas de medio solido de LB/ AMP / IPTG/X-GAL haciendo con ello la siembra con
perlas de vidrio asegurando asi, una distribucion uniforme y el mayor cuidado de las
células. Se incubd por un lapso de 24 horas a una temperatura de 37°C seguido de
colocar las células en refrigeracion a 4°C para evitar crecimiento de células satélite.
La determinacion de eficacia de trasformacion se llevd mediante conteo de colonias

en medio selectivo.

9.8 Purificacién de DNA del plasmido por lisis alcalina.

Para el aislamiento y purificacién del DNA procedente de los vectores pGEMA
TOK1, pGEMA TOK1 A, pPGEMA TOK1 B y pcDNA3 EGFP se empled el protocolo
de “Purification of plasmid DNA by precipitation with Polyethylene Glycol”
(Sambrook & Russell, 2006). Se inocul6 alicuotas de bacterias E. transformadas,
cada una correspondiente a un vector y se re suspendieron en 25 mL de agua
destilada estéril (0.1 mg/mL) en matraces (EM) de 500 mL. La toma de bacterias fue
por medio de asa bacteriol6gica flameada al mechero. Se cultivaron 16-18 horas en

20 mL de medio LB/AMP a una temperatura de 37°C a una velocidad de 150 rpm.

Tras el crecimiento celular los cultivos celulares se transfirieron a tubos falcon de 50
mL y por medio de centrifugacién a una velocidad maxima de 7500 rpm, temperatura
de 4°C durante 10 minutos se separaron y recolectaron las células decantando el

sobrenadante en papel absorbente estéril.

Los pellets de bacterias se re suspendieron en medio LB/AMP restante utilizando

vortex durante 10 segundos, cuidando no dafar las células y con ello causar
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contaminacion de DNA cromosomal. Después de homogenizar el contenido se le
afiadieron a cada tubo falcén 2 mL de solucion 1 (glucosa 50 mM, Tris-HCI 25 mM,
EDTA 10 mM pH 8.0) para generar una lisis celular y se llevaron nuevamente al
vortex por un periodo de 15 segundos. Se incubo a temperatura de 37°C por durante

5 minutos.

Transcurrido el lapso de incubacién se agrego a cada tubo 4 mL de solucién 2 un
buffer de lisis preparado al momento (NaOH 0.2 M, dodecil sulfato de sodio [SDS]
1%). Se mezclaron rapidamente invirtiendo los tubos de 5 a 6 veces hasta lograr un
contenido claro y se incubo por un periodo en un bafio con hielo por un periodo de

5 minutos.

Para la precipitacion de restos celulares se afadieron 3 mL de solucién 3 (60 mL
acetato de potasio 5M, 11.5 mL de &cido acético, 28 mL de H20). Se mezclo de
manera homogénea el contenido por inversion del tubo y se incubo por 5 minutos a
una temperatura de 37°C. Los tubos se centrifugaron a una velocidad maxima de
9000 rpm por un lapso de 5 minutos a una temperatura de 4°C y se transfirieron los
sobrenadantes a tubos Falcon de 15 mL uno por cada sobrenadante mediante el

pipeteo evitando asi aspirar la pelicula flotante de material desnaturalizado.

La recuperacion de los DNA plasmidicos se realiz6 por precipitado agregando 5.4
mL de isopropanol (0.6 vol.) a los sobrenadantes e invirtiendo los tubos para una
mezcla homogénea. Se incubo a una temperatura de 37°C por 10 minutos;
transcurrido el lapso de tiempo se centrifugaron a una velocidad maxima de 9000

rpm por 5 minutos a una temperatura de 4°C y se eliming los sobrenadantes.

En el lavado del material plasmidico para el retiro de isopropanol se realizé
afadiendo a cada pellet 5 mL de etanol al 75% a una temperatura de 37°C y en
reposo por 5 minutos para posteriormente centrifugar a 9000 rpm por un tiempo de
3 minutos a una temperatura de 4 ° C. Se eliminéd el sobrenadante de cada tubo
Falcon mediante un pipeteo cuidadoso.
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La re suspension de cada pellet en 1 mL de TE (Tris-HCL 10 mM, EDTA 1 mM pH
8.0) proporciono un ambiente para reaccion de RNAasa. Al momento de re
suspender se considerd realizarlo en un ambiente iluminado para verificar la
ausencia de burbujas en el pipeteo puesto que, su presencia podria ocasionar dafio
al DNA del plasmido. El contenido de cada tubo Falcon se transfiri6 a tubos
Eppendorf de 2 mL, uno por cada plasmido.

Para la digestiéon de RNA, se adiciono a cada tubo Eppendorf 2 uyL de RNAasa (10
mg/mL de RNAasa libre de DNAasa) y se incubaron a una temperatura de 37°C por
30 minutos. Pasado el tiempo establecido, se realizé un precipitado al agregar 1 mL
de PEG al 13% en NaCl 1.6 M; se mezcl6é por inversion de tubos y se dejaron
reposar por 15 minutos a una temperatura de 37°C. Posterior a ello, se centrifugo a

12000 rpm por 10 minutos.

Para el ultimo lavado de los pellets y con ello la eliminacion del sobrenadante, se
les adicioné 1 mL de etanol al 75% para su re suspension asegurando adicionar el
etanol por la pared donde se encontraban los pellets. Se centrifugé cada tubo
Eppendorf a 9000 rpm por 1 minuto. Se desecharon los sobrenadantes sobre un

papel absorbente estéril y se dejé al aire.

Cada pellet de DNA plasmidico fue rehidratado y recuperado en re suspendido de
100 pL de TE (Tris-HCI 10 Mm, EDTA 1mM pH 8.0).

9.9 Observacion de la calidad y cuantificacion del DNA plasmidico.

Se empleo un espectrofotometro de UV visible para el analisis en micro voliumenes
de las muestras pGEMA-TOK1, pGEMA-TOK1 A, PGEMA-TOK1 B y pcDNA3-
EGFP. Se agreg6 2 uL de agua estéril en la superficie Optica para asegurar la
limpieza optica y la estandarizacion en la lectura. Posterior a ello, se agrego 2 pL
de cada solucion de DNA plasmidico en el nanodrop para su cuantificacion vy

relacion de calidad.
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9.10 Restriccion enzimatica del DNA plasmidico.

Posterior a la purificacion del DNA, el corte enzimatico se realizé acorde al protocolo
de FastDigest™ restriction enzymes de Thermo Scientific ™ (nimero de catalogo
K1991) dirigido a las enzimas de restriccion BamHI y Notl (figura 12). Para la
restriccibn enzimética de cada plasmido (pGEMA: TOK1; TOK1 A; TOK1 B;
pPcDNA3-EGFP) se preparé un mix de: 1uL de 10X FastDigest™ Green Buffer, 5 ug
de DNA plasmidico, 1uL de enzima Notl, 1uL de enzima BamHI, 2 uL de agua libre
de nucleasas (numero de catalogo R0581). La digestidn enziméatica se realiz6 en
camara de incubacion a 37°C por un periodo de 1 hora. La digestion enzimatica
linearizd el material genético y proporciono las regiones acordes para dirigir la

clonacion y marco de lectura.
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Figura 12. Restriccion enzimatica del plasmido pc DNA 3-EGFP.En los sitios dirigidos BamHI y Notl,

mismos sitios dirigidos para el inserto del gen TOK1 las cuales permiten una clonacién dirigida.

9.11 Lectura en electroforesis de bandas de DNA digeridos.

La lectura de fragmentos de DNA se realizé en un gel de agarosa al 0.8%
previamente preparado. En un matraz de 100 mL se adicion6 60 mL de buffer
TEB1X (Tris, Borato, EDTA 0.5 M) y 0.48 gr de agarosa de grado de biologia

molecular. Se homogenizé la mezcla y se llevé a fundir por medio de calor en el
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microondas con pulsos de 30 segundos hasta observar la apariencia translucida,
indicativo de una adecuada disolucién. El volumen inicial fue constituido y se vacio
en un molde de camara para electroforesis con peines formadores de pozos
colocados con anticipacion. Al polimerizar el gel se retiraron los peines y adicion¢ el
buffer TBE Q5X necesario para cubrir en su totalidad el gel. Los pozos fueron
cargados en el siguiente orden: el primer pozo se cargd con 3 uL marcador de peso
molecular A DNA/ Eco RI + Hind Il 3 de Termo Scientific (numero de catalogo
FDO0293), 3 uL marcador fluorescente y buffer de carga Gel Red SYBER Green, 3
ML de buffer de carga 6X Loading Dye de Termo Scientific (numero de catalogo
R0611), los siguientes pozos fueron cargados con 3 pL de buffer de carga Gel Red
SYBER Green adicionado con de 3 pL de cada DNA plasmidico digerido, cada uno

por separado.

El gel se corrié a 120-130 Volts por un periodo de 30 minutos como primera fase en
la cual se monitoreo de manera constante la formacion de la escalera del marcador
de peso molecular y la formacion de las bandas correspondientes a los fragmentos
de DNA. Posterior a ello se dej6 correr el gel el tiempo suficiente para la formacién
de bandas separadas y delimitadas de manera correcta lo cual abarco un tiempo de
45 minutos aproximadamente. En el protocolo de electroforesis fue empleado el
transiluminador con luz UV para la mejora de la visualizacion del marcador

fluorescente.

La presencia de una menor concentracion del gel facilité la migracion de bandas de
los fragmentos de DNA procedentes de la restriccion enzimética apoyada por el
empleo del buffer TBE Q5X el cual, tiene una menor conductividad en comparativa
con otros buffers utilizados y permite utilizar altos voltajes sin aumentar en demasia

la temperatura del gel y dafiar las muestras.

9.12 Extraccion de bandas digeridas de DNA.

La extraccion de los fragmentos de DNA procedentes de la restriccion enzimatica
fue realizada mediante el protocolo de Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System
de Promega (numero de catalogo A9281) procedimiento apto para la recuperaciéon
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de fragmentos de DNA de 100 pb a 10 kb en gel de agarosa de bajo punto de fusion
en TBE (Tris, Borato, EDTA 0.5 M).

La purificacion de DNA se realiz6 en cuatro fases: la primera fase, preparacion
previa realizada mediante el empleo del transiluminador con luz UV, el marcador
fluorescente y el marcador de peso molecular con los cuales se identific y cortd las
bandas de DNA correspondientes al canal TOK1, TOK1 A, TOK1 B y el plasmido
pcDNA3-EGFP digerido del gel de agarosa. Cada banda fue colocada un tubo
Eppendorf de 1.5 mL previamente pesado para obtener el peso de cada corte por
diferencia. A cada tubo se le afiadié 10 pL de solucién “membrane Binding” x 10 mg
corte de gel y se colocé en el agitador vortex hasta homogenizar las mezclas. Una
vez logrado una homogenizacion uniforme se incubaron los tubos Eppendorf a una

temperatura de 50°C a 65°C por un lapso de 30 minutos.

La segunda fase fue la union del DNA a la membrana de adhesién. Esta se realizé
mediante dos sets armados (insercion de una mini columna SV a un tubo de tubo
de recoleccion) uno para cada banda de gel. Cada mezcla fue transferida a un tubo
de recoleccion y se incubaron a una temperatura de 37°C por 1 minuto. Posterior a
la incubacién, se centrifugo a 16,000 rpm x g durante un 1 minuto. Se retir6 la mini

columna, elimind el sobrenadante y reinserto la mini columna.

El lavado de la columna, tercera fase del protocolo se realizé mediante la adiccion
de 700 pL de solucion “membrane wash” a cada set de armado. Las mezclas se
centrifugaron a 16,000 rpm durante 1 minuto. Se retird la mini columna, eliminé el
sobrenadante y reinserto la columna para posteriormente afladir nuevamente 500
ML de solucién “membrane wash” a cada set; se centrifugo a 16,000 rpm por un
lapso de 5 minutos y se elimin6é el sobrenadante retirando previamente la mini
columna. La fase de lavado finaliz6 con una ultima centrifugacion a cada set a tapa
abierta con una velocidad de 12,000 rpm por 1 minuto lo cual facilito la evaporacion

del etanol, componente de la solucion de “membrane wash”.
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La ultima fase, elucion: se llevé a cabo al transferir cada mini columna de los sets a
nuevos tubos de Eppendorf de 1.5 mL previamente pesados. En cada tubo se
agregaron 50 yL de dH20 libre de nucleasas y se incubaron por 1 minuto a una
temperatura de 37°C. Se centrifugaron a 16,000 rpm x g durante 1 minuto. Las mini
columnas fueron desechadas mientras el sobrenadante con el material genético se

recuperod y almacend a una temperatura de -20° C.

9.13 Construccion molecular del vector de transfecciéon pcDNA 3-EGFP- TOK1,
TOK1 A; TOK1 B.

La construccion molecular del canal TOK1 y sus segmentos en el vector pcDNA 3-
EGFP se realiz6 mediante el protocolo de Anza™ T4 DNA Ligase Master Mix de
Invitrogen™ (nimero de catalogo 15535720). El sistema de clonacion facilita la
ligacion de extremos romos y/o cohesivos como el caso del canal TOK1, TOK1 A,
TOK1 B y el vector pcDNA 3-EGFP con DNA de doble cadena con extremos 3’-

hidroxilo y 5’-fosfatos.

Se prepard un mix en un volumen final de 20 pyL en un tubo Eppendorf 1.5 mL de
capacidad; el orden de adiccion fue el siguiente: 2.5 yL de master mix (T4 DNA
Buffer ligasa 10X, DNA ligasa T4); 5uL de vector pcDNA 3-EGFP (77 ng DNA); 10
ML de los insertos (79 ng DNA); 2.5 uL dH20 libre de nucleasas. El mix se mezcld
de manera homogénea a través de un pipeteo cuidadoso seguido de un pulso en la
micro centrifuga. Se incubé a una temperatura de 27° C por un periodo de 30
minutos. La mezcla de reaccion de ligadura fue almacenada a una temperatura de

un rango de 0 °C a -4° C.

9.14 Transfeccion transitoria en células de mamifero.

La transfeccién se realiz6 mediante el empleo del plasmido citomegalovirus
pcDNA3-EGFP y el método de cloruro de calcio (CaClz) 0.25 My HBS 2X (Hilliard,
1996) en las lineas celulares MCF-7, MCF-12F y HEK-293.

El vector pcDNA3-EGFP representa un método eficaz para el suministro de genes

a células de mamifero, facilitando la velocidad transfeccion y la expresion de manera
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estable. El vector contiene secuencias en su origen de replicacion episomal SV40
(Simian virus 40) el cual ofrece seguridad y facilidad de la expresion de genes asi
como una tasa alta de replicacion en lineas celulares (Chen, 2014). En relacién al
promotor citomegalovirus (CMV) contenido en el mismo permite una expresion de
alto nivel mientras la sefial de poliadenilacion de la hormona de crecimiento bovino
(BGH) y secuencia de finalizacién otorga mayor estabilidad al ARNm en la célula a
transfectar (Elegheert et al., 2018).

Por su parte el método de cloruro de calcio (CaClz) 0.25M y HEPES 2X es un
método de transfeccion seguro y eficaz ante la comparativa de otros como la
electroporacién. Mediante la generacién de precipitados por atraccién de cargas
entre el material genético y las sales de calcio permite la endocitosis del material
protegiéndolo asi de las endonucleasas. Es apto para transfecciones transitorias y
su variabilidad es minima ante cambios leves como el pH, temperatura y

concentraciones de tapén (Kingston et al., 2001; Kovtun et al., 2009)

La transfeccion se realizd en vidrios de 1.1 cm? colocados en cajas de 12 multi-
pozos marca Falcon® de poliestireno no tratado, fondo plano, capacidad méaxima
de 4 mL, densidad celular 0.4X108 / pocillo. La siembra de las lineas celulares se
realizé sobre el vidrio a una confluencia al 50%: linea celular MCF-7 a partir de una
siembra de 0.8x10°% células; linea celular MCF-12F con una siembra inicial de
0.06x10°8 células, ambas contenidas en 100 yL de medio DMEM. El crecimiento
celular fue bajo los pardmetros de laboratorio: CO2 5%, temperatura de 37°C, 12

horas de cultivo.

Posterior al lapso de crecimiento, el medio de cultivo fue sustituido por medio DMEM
modificado (Medio de Eagle Modificado por Dulbecco, suplementado al 5% con
Suero Fetal Bovino libre de antibiéticos) y se incubo nuevamente por un transcurso
de 12 horas. La finalidad de la disminucion del suministro de SFB fue para la
sincronizacion y retencion de los cultivos celulares en la fase GO previa a la sintesis
de DNA.
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La preparacién de precipitados de transfeccion se realizé en tubos Eppendorf de 1.5
mL utilizando diversas concentraciones de material genético: 0.5 ug, 1.0 ug, 2.0 ug
y 5.0 ug de DNA (pcDNA 3-EGFP; pcDNA 3-EGFP TOK1; pcDNA 3-EGFP TOK1 A,
pcDNA 3-EGFP TOK1 B). El orden de incorporacion de reactivos fue el siguiente: X
ML DNA, 0.01 mL de CaCl2 (0.25 mM) adicionado en gota. Las mezclas se
homogenizaron en el agitador vortex por un lapso de 10 segundos y seguido de un
reposo por un lapso de 15 segundos para facilitar la formacion de agregados.
Posterior al tiempo de espera, nuevamente los tubos Eppendorf se colocaron en el
agitador vortex y en movimiento de las mezclas se adiciono 0.01 mL de HEPES 2X
de manera lenta en goteo, se incubo por un lapso de 10 minutos y afor6é a 0.1 mL
con medio DMEM modificado. Una vez obtenido las mezclas de transfeccion se
agregaron al cultivo (previamente aspirado para el retiro de medio de cultivo) en
forma de goteo cuidando el movimiento de la placa de siembra al momento de
homogenizar. Los cultivos se incubaron por un periodo de 16-20 horas en
condiciones de laboratorio: CO2 5%, temperatura 37°C. Concluido la incubacion el
medio de cultivo fue retirado y reemplazado por medio DMEM fresco en el mismo
volumen. La observacion de las células y con ello la espectrometria de fluorescencia
del reportero GFP se realizd en los rangos de excitacion de 395 nm esperando
emisioén de 508 nm y excitacion de 475 nm con una espera de emision de 503 nm
mediante el microscopio MVX10, equipo destinado al procesamiento de imagenes
macro fluorescentes enfocadas en areas de estudio de la expresion genética y
funcién proteica a nivel celular y/o niveles complejos como tejidos, 6rganos y

organismos a las 48 horas posteriores a la transfeccion. (Shimomura, 2009).

Para el analisis y la discriminacion de la viabilidad celular se emplearon dos
tinciones: DAPI (4°, 6 —diamidino-2-fenilindol) de Invitrogen™ (nimero de catalogo:
D1306) en una concentracién de 0.05-0.2 ug/mL y PHALLOIDIN de invitrogen™
(nimero de catalogo A34055). Estos marcadores en cultivos fijos o transitorios
permiten a través de la tincion de pares de Adenina-Tiamina del DNA cromosomica-

nuclear (DAPI) o la union a los filamentos de F-actina (PHALLOIDIN) fluorescencia
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evaluar tanto la estructura del cultivo como la fase celular. De igual forma, al no
requerir un paso de lavado final y ser compatible con la mayoria de marcadores
representa un punto clave ya que no agregar tiempo extra de incubacion y
manipulacion del cultivo asi como generar toxicidad posterior a la transfeccion lo
cual, en muchos de los experimentos crear un ruido de fondo y puede ser un sesgo
al momento de evaluar la transfeccion transitoria. El reactivo DAPI presenta una
excitacion en longitudes de onda de 345 a 358 nm y un maximo de emision de 455
a 461 nm mientras PHALLOIDIN presenta excitacion a una onda de 555 nm y una

emision de 565 nm.

Las imagenes obtenidas por el microscopio de fluorescencia Carl Zeiss Axioscope

5 fueron analizadas con el software Image J.

Los experimentos exitosos detectados fueron fijados en solucion de 4.0%
glutaraldehido diluido en PBS 1X a temperatura de 37°C por un lapso de 15 minutos.

La eliminacion del fijador se realiz6 por lavado triple con PBS 1X.

La observacion de las preparaciones se realiz6 mediante contraste de los cultivos
celulares. Las estructuras celulares fueron tefiidas empleando DAPI (diamidino-2-
fenolindol; marca Fisher Scientific, nimero de catalogo 10116287) colorante
altamente puro no permeable con unién especifica en nicleo y DNA organular en
las bases A-T en surcos menores de DNA de doble cadena; su deteccion
fluorescente es en la region azul del espectro de luz; PHALLOIDIN colorante (marca
Fisher Scientific, nimero de catdlogo 10063052) conjugado fluorescente de un
péptido biciclico producido como toxina en el hongo Amanita phalloides el cual,
presenta una selectividad de union a filamentos de f-actina presente en
citoesqueleto y la combinacion con el colorante fluorescente rojo anaranjado
tetrametilrodamina (TRITC).

El contraste de muestras fue en el orden siguiente: se permeabilizaron las muestra
con preparaciones de 0.1% Triton X-100 (TX-100) en PBS 1X seguido de por un

lavado triple con PBS 1X. Posterior a la formacion de micro canales o poros
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temporales en las membranas celulares por el agente quimico TX-100 se afiadieron
100 pL de la preparacién de sondas fluorescentes (5.0 uL de DAPI ug/mL DAPI
diluido en 94 uL PBS; 1.0 pL Phalloidine-TRIC 400X) por un periodo de 15 minutos
de incubacion. Al término del lapso de tiempo, se retird la solucion y se realizé un

lavado tripe con PBS 1X con la finalidad de eliminar el excedente.

Para el montaje de las muestras tefiidas se les fue afiadida 3 uL de DAPCO (polivinil
alcohol) como medio de montaje. Se cubrié sobre un porta objetos con vidrio,
prestando especial atencion en evitar o eliminar burbujas de aire y nivelando las
irregularidades de superficies; por ultimo se sellaron con barniz. Las preparaciones
se almacenaron en el refrigerador hasta su observacion y captura de imagenes por
medio del microscopio MVX10. Las imagenes fueron analizadas con el software

Imagen J.

9.15 Obtencién de la toxina K1 de la cepa 42300 para ensayos de viabilidad
celular.

La obtencion de la toxina K1 de la cepa Killer 42300 se realiz6 mediante tres fases:
la primera, se inoculo en un matraz 3 mL cepa saturada fresca K"+ en 20 mL medio
YPD (Yeast extract Peptone Dextrose; extracto de levadura 1%, peptona 2%,
glucosa 2%) a un pH 4.5 b bajo parametros de laboratorio (incubacion de 18 a 24
horas, temperatura de 28 °C, agitacion a 130 rpm) hasta alcanzar la fase

estacionaria de crecimiento.

La segunda fase consto en un crecimiento en Medio inductor (MI). Posterior al
alcance del pico maximo de crecimiento, se recolecto y transfirid la biomasa
generada a un matraz con 5 mL de Medio Inductor, relacion de 20-30 mg/mL para
Su crecimiento por un periodo de 12-16 horas a una temperatura de 28°C y una
agitacion constante de 150 rmp. Al termino de la incubacion, se centrifugdé el cultivo

y recolecto el sobrenadante, medio de contencion de la toxina K1.

La filtracion de la toxina y con ello su uso en cultivos celulares de mamifero marco

la tercera fase. El sobrenadante producto del crecimiento en medio inductor y el cual
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contenia la toxina K1 se esterilizd por medio de filtracion en jeringa empleando como
filtro membranas de Polietersulfona (PES) de 0.45 uym (marca NEST, numero de

catalogo: 380211) dentro de una camara de ventilacion.

9.16 Determinacioén de la viabilidad del cultivo MCF-7.
Los ensayos sobre la actividad de la toxina se realizaron en el cultivo de la linea
celular de mamifero MCF-7 no transfectada con la finalidad de evaluar la

sensibilidad de este frente a la toxina sin un blanco molecular presente.

La viabilidad celular y salud celular fue determinada mediante el protocolo de Alamar
Blue de Thermo Fisher (NUmero de catalogo DAL1025). El protocolo es empleado
para bioensayo de citosinas, el andlisis cuantitativo de la proliferacion y crecimiento
celular, la viabilidad celular asi como determinaciones de citotoxicidad in vitro. Su
uso es confiable y ha sido establecido de manera segura para diversas lineas
celulares: animal y humana, asi como diversos organismos: hongos, bacterias y
plantas. El fundamento del protocolo es basado en el monitoreo del ambiente

reductivo de las células metabdlicamente activas.

En el ensayo de viabilidad celular el reactivo Alamar Blue monitorea el entorno
reductor de células vivas mediante su principio activo, la resazurina. La resazurina
(conocido también como azoresorcina; resazoina; diazo-resorcinol; nombre IUPAC:
7-hidroxy-10-oxidofenoxazin-10-ium-one) es un activo no toxico, hidrosoluble,
permeable en las membranas plasméaticas celulares y estable en los medios de
cultivo. En su forma oxidada presenta un color azul no fluorescente que
posteriormente al estar en contacto con las células, atravesar su membrana
plasmatica y participar como aceptor intermedio en la cadena trasportadora de
electrones (e) se reduce a resorufina, compuesto de color indigo altamente
fluorescente. La reduccién del activo esta generado por las reductasas
mitocondriales, diaforasas, flavina reductasas y NAD (P) H: quinona redutasa
enzimas presentes a nivel mitocondrial y del citoplasma. La reduccién de resazurina
no interrumpe la transferencia normal de los electrones, por lo cual la reduccion de

compuesto determina un deterioro del metabolito celular y mas que uno en la
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cadena respiratoria. El analisis de los resultados a partir del protocolo de Alamar
Blue puede ser cualitativo, como un cambio visible de color en la placa que indican
la presencia o ausencia de células viables o bien cuantitativo dado por lecturas
colorimétricas o de fluorescencia en longitud de ondas de excitacion de 530-560 nm
y longitud de onda de emision de 590 nm en un espectrofotometro Varioskan
(Rampersad, 2012)

El ensayo utilizd una caja de 96 pozos para la linea celular. En cada pocillo se coloco
100 pL de medio de cultivo DMEM y diversas concentraciones de toxina filtrada (0.0,
5.0, 10.0, 15.0, 20.0, 25.0, 30.0, 35.0, 40.0 pyL) y 10% de Alamar Blue; los controles
fueron Capsaicina (CAP), Tapsigargina 1mM (TG), Triton 100 (Tx), vehiculo.

Las mediciones se realizaron por medio de sefiales de fluorescencia registrando sus
lecturas en un espectrofotometro Varioskan (Thermo Fisher Scientific, LUX
multimode reader) a una longitud de onda de excitacion de 530-560 nm y una
longitud de onda de 590 nm de emisién. Los resultados obtenidos se analizaron
mediante la intensidad de fluorescencia versus las concentraciones de toxina Killer
1 y se expresaron en Unidades arbitrarias de Fluorescencia (UFA) mediante un

analisis de correlacion lineal.

9.17 Desecho de residuos bioldgicos.

Los residuos biolégicos generados a lo largo de desarrollo de la investigacion fueron
primeramente inactivados por el tratamiento con hipoclorito de sodio y
posteriormente recolectados y eliminados en contenedores de desecho. En cuanto
al material de plastico fue inactivado por tratamiento con hipoclorito de sodio
seguido de su desecho es bolas de plastico RPBI de color rojo calibre 20 certificadas
por la NOM-087. El material de vidrio de igual forma se traté con hipoclorito de sodio
seguido de un lavado con sal sodica o potasica para su posterior esterilizado por el
uso de la autoclave. Todo proceso se realizé mediante la aplicacion de protocolos
de seguridad establecidos por parate de la Universidad autonoma de Querétaro y la

Unidad de Proteogenomica de la UNAM, campus Juriquilla.
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X.  RESULTADOS.

10.1 Modelamiento estructural del canal TOK1p.

Para un mejor entendimiento de la posible conformacion espacial del canal TOK1p
se realiz6 un modelamiento por minimizaciébn empleando la secuencia del canal
TREK 1 como modelo guia. En la figura 13 se presenta el modelo de prediccion del
canal TOK1 y la estructura cristalografica del canal TREK 1 (PDB 4TWK).

Canal TREK 1

Vista frontal Vista superior Vista inferior

Canal TOK1 (N

(B)

Figura 13. Modelamiento estructural del canal TOK1p. Estructura cristalografica del canal TREK 1
procedente del organismo Homo sapiens (A); Modelo de prediccion in silico del canal TOK1p
presente en S.cerevisiae (B). En lineas punteadas se delimita los planos de la membrana plasmatica.

Estructuras modificadas en PyMol V0.99
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10.2 Homologos del canal TOK1 en Homo sapiens.

En la figura 14 se muestran regiones homologas y de similitud de la secuencia del
canal TOK1 en el organismo Homo sapiens. Se empled la base de datos NCBI para
la obtencién de secuencias en formato FASTA y nucleotide BLAST como
herramienta bioinformética de alineacion local. Los resultados verifican la existencia
de similitud entre el canal de estudio TOK1 selectivo a potasio presente en la

levadura S.cerevisiae y el organismo de interés Homo sapiens.

National Library of Medicine

National Center for Biotechnology Information

BLAST @ » blastn suite » results for RID-4TMVZPDP013 Home Recent Results Saved Strategies Help

Save Search Search Summary v © How to read this report? @ BLAST Help Videos DBack to Traditional Results Page

I ﬂ Your search is limited to records that include: Homo sapiens (taxid:9606)

Job Title ref|[NC_001142.9| Filter Results

RID ATMVZPDPO13 Search expires on 04-07 07-40am Download Allv | Percent Identity ETEl e Y ovatans

Program © Citation v ‘ to ‘ ‘ ‘ ‘ to ‘ ‘ ‘ ‘ to ‘ ‘

Database nt See details v m
Reset

Query ID NC_001142.9

Description Saccharomyces cerevisiae 5288C chromosome X, comp

Molecule type dna
Query Length 2076
Other reports e

A No significant similarity found. For reasons why,click here

Figura 14. Regiones de similitud del canal TOK1. Se muestra la presencia de regiones de similitud

de la secuencia biolégica de nucleétidos del canal TOK1 en el organismo Homo sapiens.

Del mismo modo, mediante las plataformas PubMed y NCBI apartado GenBank se
realizé la busqueda de canales selectivos de potasio presentes en la patologia de

cancer en Homo sapiens mostrados en la tabla 2.
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Expresion de canales de la familia KCNK como marcadores en diversos carcinomas en homo
sapiens.
Gen. Canal. Nivel de expresion. Carcinoma.
f Cancer de ovario epitelial.
KCNK-2 TREK-1 _
@ Cancer hepatocelular.
@ Cancer hepatocelular.
KCNK-9 TASK-3 Melanoma.
f Céncer de mama.
KCNK-15 TASK-5 @ Céncer hepatocelular.
KCNK-17 TASK-4 @ Céncer hepatocelular.
Céncer oral de células
KCNK-18 TRESK
4+ escamosas.

Tabla 2. Canales de la familia KCNK. Canales pertenecientes a la familia de genes KCNK los

cuales presentan dos dominios de poro y cuatros segmentos transmembranales. Se reporta una

sobre y/o sub expresion en diversos canceres.

10.3 Alineamiento de canales de potasio: TOK1-TASK 3.

Con el objetivo de verificar la presencia de regiones conservadas y de similitud del

canal TOK1 versus los canales expresados en cancer de mama se realiz6 un

alineamiento global mostrado en la figura 15.

1 MTRFMNSFAKQTLGYCNMATVEQESSAQRVDSHSNNTPRQAKGVLAEELR

1 S5II

NAEPSSTLEVEWFVVSCYFPVITACLGPVANTISIACY

VLMNQVKTVFDFFGIFAVNITSLVLGFTSNI ILMLEFSKKL
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Figura 15. Alineamiento global: TOK1, TASK 3. Se muestra el andlisis entre secuencias procedente
de canales de potasio realizado para determinar las regiones de identidad y similitud. Mediante
caracteres se indican: identidad exacta de residuos en dicha posicion (*); sustituciones conservativas
similares (:); sustituciones menos conservativas (.). Los caracteres coinciden con la escala en grises,
la cual indica el nivel de similitud de mayor grado proporcional a mayor saturacién de color.
Enmarcado se muestra las firmas de selectividad de regiones de poro (TXGXGD) de ambos canales.

Ambos canales muestran un 24.62 % de identidad.
10.4 Modelamiento del canal TOK1 versus TASK 3

Con lafinalidad de evaluar la similitud estructural del canal TOK1p respecto al canal
TASK 3 presente en una alta expresion en célula cancer de mama, se realizé la

comparativa del modelamiento de ambos canales mostrados en la figura 16.

Canal TOK1p Canal TASK 3

Figura 16. Modelaje de canales selectivos a potasio. Modelo in silico del canal TOK1p, resaltado en
color rojo los residuos de las 13 cisteinas (Cys) presentes en sus estructuras (A). Modelo de
prediccién del canal TASK 3 (modelo 6rv2.1. A; 75% de identidad) mostrando en color rojo los
residuos de las 11 cisteinas presentes su estructura (B). Los canales presentan un 24.62 % de
identidad en sus secuencias. Los modelos fueron representados es estructuras secundarias;

generados en SWISS-MODEL y visualizados en PyMol.
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10.5 Transfeccion transitoria del canal TOK1p, TOK1 A, TOK1 B en células de

mamifero.

El inicio de la caracterizacién del sistema Killer procedente de levaduras Kil* tuvo
lugar mediante la expresion heterdloga de uno de sus componentes: el canal TOK1p
en células de mamifero de manera transitoria. La transfeccion del canal asi como
sus segmentos se muestran en la figura 17, panel segmentado por cada linea

celular posterior a las 48 horas posteriores a la transfeccion.

HEK-293 MCF-7 MCF-12F

TOK1 A TOK1 CONTROL

TOK1 B

Figura 17 . Expresion heterdloga del canal TOK1p. El panel de imagenes muestra la transfeccion
transitoria de las lineas celulares MCF-7 y MCF-12F mediante el vector pcDNA3-EGFP con el inserto
TOK1p y sus segmentos TOK1 A y TOK1 B, como control se empleé la linea celular HEK-293. La
transfeccion se observé por medio del reportero GFP y los marcadores DAPI y PHALLOIDIN en
contraste mediante el microscopio MXV10 y la técnica de espectrometria de fluorescencia. Las

imagenes se analizaron con el software Imagen J.

68



10.6 Viabilidad del cultivo celular MCF-7 frente a la toxina K1.

Con el objetivo de verificar la sensibilidad del cultivo de la linea celular MCF-7 frente
a la toxina K1 sin el blanco molecular se realizé un ensayo de viabilidad celular. La
eleccion de esta linea fue determinada por los dos siguientes criterios: la linea
celular MCF-7 crea un ambiente acido mediante un pH bajo, caracteristica presente
en los carcinomas y elemento clave en el efecto Killer de la toxina K1 de S.
cerevisiae ya que sea registrado que se ve potencializado por un medio acido.
Ahora bien, si bien la finalidad del proyecto es el estudio del sistema y establecer
las bases de su compresion se plantea a largo plazo que el conocimiento generado
sea empleado como base de posibles terapias biomédicas dirigidas con un blanco
molecular y con ello uno de las posibles aplicaciones sea el tratamiento de cancer

de mama.

En la figura 18 se muestra la viabilidad celular del cultivo celular MCF-7 expresada
en UFA (Unidades Arbitrarias de Fluorescencia) frente a diversos voliumenes de la
toxina K1 suspendida en el vehiculo (uL) asi como la comparacion con respecto a
capsaiscina- CAP (20 uM), Tapsigargina-TG (0.01M) y Triton-Tx (1.0, 0.5%) como

controles.
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Figura 18. Viabilidad celular de la linea MCF-7. Fluorescencia emitida por el cultivo celular en

respuesta de la presencia de diferentes volimenes de la toxina K1 contenida en vehiculo (0, 1, 2, 4,
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8, 10, 15, 20, 25, 30, 35 y 40 pL). Como controles se presenta capsaiscina- CAP (20 uM),
Tapsigargina-TG (0.01M) y Triton-Tx (1.0, 0.5%). Se registra la disminucién de la fluorescencia
conforme aumenta la concentracién del vehiculo con o sin presencia de toxina. Grafica elaborada
mediante el software GraphPad Prism; ajuste de valores mediante el valor promedio de los pozos

Unicamente con medio, modelo estadistico: regresion logistica de 4 parametros.
XI.  DISCUSION.

En la actualidad los microorganismos han tomado protagonismo en numerosos
sectores de la actividad humana abarcando desde el control biolégico de
fitopatdgenos, la elaboracion de productos alimenticios hasta su uso como agentes
terapéuticos.

La levadura S.cerevisiae no es la excepcion; gracias a sus capacidades altamente
competitivas como lo es el sistema Killer presente en ejemplares denominados Killer
yeast ha logrado centrar la atencion para su estudio a través de la investigacion
(Magliani et al., 1997a; Schmitt 2002).

El sistema Killer pese a su primera observacion en 1963 e identificacibn como un
sistema de supervivencia por medio de la aniquilacion en 1997 hasta el momento
no se ha determinado la comprensién del mecanismo en su totalidad (de la Pena et
al., 1981; Magliani et al., 1997b). Con ende a lo anterior, en el presente proyecto se
logré la expresion de manera transitoria de uno de sus componentes claves: el
blanco molecular, el canal TOK1. Nuestra principal finalidad fue estudiarle de
manera aislada eliminando con ello factores intrinsecos propios del organismo

innato.

De inicio, se realiz6 un modelamiento predictivo in sillico del canal TOK1 de S.
cerevisiae empleando como molde el canal TREK 1, logrando asi una mejor
compresion estructural del mismo. El canal TREK 1 es un canal de la familia KCNK

conformado con 4 cruces transmembranales y 2 regiones de poro en tandem (K2P).

A pesar que el canal TREK 1 procede de Homo sapiens (células musculares y

nerviosas mayormente) y no pertenecer a la misma familia que el canal TOK1p,
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existen un alto grado de similitud entre ambos canales (Villarreal, 2018). Contrario
a lo que se podria inferir de una evidentemente diferencial, nuestro grupo de trabajo
ha identificado y reportado una identidad alta entre ambas secuencias, la cual
abarca los cruces transmembranales de los mismos incluyendo los dominios de
poro. Este hallazgo respalda la evidencia de que los canales de potasio conservan

dominios funcionales a través de la evolucion.

La estructura cristalografica del canal TREK 1 asegur6 una prediccion acertada de
la posible conformacion estructural del canal TOK1p. Semejanzas observadas en
ambos modelos en especial en la regién de poro de selectividad corroboran el
modelo mostrado en la figura 13. Las secuencias empleadas para el analisis

bioinformatico se encuentran en el anexo 1.

Si bien el objetivo del proyecto fue el estudio del blanco molecular del sistema Killer
de manera aislada, a largo plazo el equipo de trabajo ha propuesto como vertiente
el estudio de un posible tratamiento biotecnolégico mediado en por un blanco
molecular frente a la toxina en células de cancer, claramente en una proyecciéon a
largo plazo. Por lo anterior, se realizé una busqueda de homélogos del canal TOK1p
en Homo sapiens para descartar la existencia un posible blanco del efecto de la
toxina. Como resultado se obtuvo la ausencia de alguna estructura que comparta

alguna similitud con el canal (figura 14).

De manera mas detallada, la busqueda fue extendida a identificar los diversos
canales pertenecientes a la familia KCNK en células cancerigenas. Los canales
K2P, comparten dominios conservados con respecto al canal TOK1p y basado en
esto se realiz6 el analisis de aquellos presentes en diversos canceres, asi como la
identificacion del nivel de expresién. Los resultados fueron condesados en la tabla
2.

El analisis proporciond el identificar la presencia del canal TASK 3 en células de
carcinoma de mama la cuales son células de especial interés en el proyecto. El

canal se encuentra en una sobre expresion y evidencia sugiere ser un factor
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presente de desregulacién del ciclo celular con un efecto sobre la inactivacion de
apoptosis celular, cambio ya bien identificado en los carcinomas para evitar su
senescencia ( Mu et al., 2003; Dookeran, Zhang, Stayner, & Argos, 2017;Skaar et
al., 2021) .

A través de un alineamiento global de secuencias (figura 15) entre los canales
TOK1-TASK 3 se observo un 24.62% identidad y a pesar de la baja identidad se
pudo observar que en ambos existe conservacion de las regiones de poro de
selectividad (TXGXGD). De igual forma, el gran numero de residuos de Cisteinas
(Cys) destaco y coincidié en ambos canales, siendo el canal TOK1p con 13 residuos
y TASK 3 con 11 residuos.

La presencia de cisteinas en el canal TOK1p, sobre todo aquellas cercanas a los
poros de selectividad se han relacionado como un posible factor intermediario del
efecto de la toxina K1. En el grupo de trabajo se plantea la posible hipotesis que
una vez que la toxina es secretada hacia el medio extracelular y procede a ser su
efecto Killer, esta se disocia en sus dos subunidades a y B para asi forman puentes
disulfuro con los residuos de cisteina cercanos en el poro de selectividad presentes
en el canal, causar una despolarizacion de la membrana y salida en descontrol de

moléculas de iones de potasio, ATP entre otras moléculas de vital importancia.

En un intento por localizar en un plano espacial los residuos de cisteina de ambos
canales se realiz6 un modelamiento estructural con la identificacién de color para
los residuos de cisteinas (figura 16). En ambos modelos se observan cisteinas
cercanas al poro de selectividad, sin embargo, es necesario mayor profundidad en
su estudio para establecer la relacion debido a que experimentos realizados en el
laboratorio ha demostrado la presencia de cisteinas en diversos organismos

sensibles a la toxina son en un numero reducido o nulo (Polonelli et al., 1983) .

Una posible hipotesis a discutir es la presencia de algunos aminoécidos con los
cuales la toxina K1 pudiera establecer nuevos puentes disulfuro entre el canal

TOK1p. Los aminoacidos: fenilalanina, Tirosina y triptéfano pertenecientes al grupo
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aromatico apolares son capaces formar puentes disulfuros a través sus electrones
1T localizados en su anillo aroméatico y los cuales actian como nucledfilos (dtomo
de O nucledfilo) en cercania al grupo sulfhidrilo de azufre de una cisteina y ambos
son capaces de establecer puentes disulfuro por la interaccion electrofilo-nucleofilo
covalente diferente al establecido entre dos cisteinas, en donde por una reaccién
de oxidacién reversible entre los grupos sulfhidrilo (SH) perteneciente genera una
cistina, molécula con un enlace disulfuro relacionado con la estabilizacion de la
proteina (Marques et al, 2010). A pesar de esto, es necesario mayor disefio analisis

bioinformético seguido de experimentacion in vitro.

Ahora bien, en el presente proyecto se presenta por primera vez la expresion
heterdloga de uno componente del sistema Killer encontrado en levadura a células
procedentes de un humano. La mayor evidencia hasta el momento relacionado a la
expresion heterdloga es escasa y se dispone en organismos de la misma especie
regularmente procariontes. Esto conlleva a una limitacion en el estudio de proteinas
complejas como las procedentes de organismos eucariontes, debido a su elaborado
ensamble y plegamiento. Aunado a esto, la respuesta del organismo o propiedades
del objetivo una vez transfectado y expresado se ve comprometido (Chapple &
Dyson, 2021).

La transfeccion transitoria del canal TOK1p asi como sus segmentos TOK1 A y
TOK1 B se realizé en lineas celulares MCF-7, MCF-12F y HEK-293 (esta ultima
como linea control) mediante el vector de transfeccion pcDNA 3-EGFP y el método
de cloruro de calcio. Los resultados observados en la figura 17 describen una
eficacia alta de transfeccion en las diversas construcciones (vector-canal; vector-
segmentos) asi como para el control (vector sin inserto). Acorde a la expresion del
reportero GFP de manera general en las tres lineas celulares se generan las
siguientes afirmaciones: el vector pcDNA-3EGFP no representa ser toxico para las
lineas celulares de mamifero; el método empleado para la transfeccion celular

resulta viable, no invasivo y eficaz para los tres cultivos celulares.
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La eficacia de una transfeccion mediante vectores plasmidicos esta relacionada con
el método empleado y su factibilidad, la ventana de tiempo en la espera de la

expresion, el blanco molecular, asi como la linea celular.

Dentro de nuestro proyecto fue la adecuada seleccion del vector compatible con
nuestras diversas lineas celulares. El vector pcDNA 3-EGFP es un vector con un
sitio de origen (Ori) de alto nimero de copias, control relajado de replicacion y sus
procesos de replicacion no estan sujetos a proteinas de iniciacion procedentes de
la célula huésped. De igual forma su promotor de multiples sitios de clonacion (MCS)
asegura la clonacion del DNA apoyado con la presencia de la secuencia de Kozakla,

la cual aumenta las caracteristicas de expresion (Guo et al, 2000)

Por otra parte, el método de cloruro de calcio resulta ser un método eficaz para casi
todo tipo de lineas celulares en comparativa con otros como lipofeccion o micro
inyeccion los cuales no son realizables a un alto grado de selectividad espacial
ademas de ser invasivos, aumenta la probabilidad de contaminacion logrando dafio
celular y baja eficacia, asi como poco especificidad espacial y temporal (Hilliard et
al., 1996; Kingston et al., 2001).

Como complementariedad a nuestro analisis las células se tifieron con los
colorantes DAPI y PHALLOIDIN. El colorante DAPI es un marcador del ndcleo
celular tanto de células vivas como muertas, estan ultimas fijadas. Su marcaje esta
dado a la unién del DNA de doble hélice especificamente con afinidad a las bases
nitrogenadas Adenina y Timina en el surco menor mientras a nivel plasmatico deja
poco fondo. Con relaciona lo anterior, nuestros cultivos celulares indican una alta
viabilidad celular posterior a la transfeccion denotado por el alto grado de coloracion
lo cual puede deducirse que al menos el material genético de DNA se encuentra
integro pues no existe fragmentos del mismo o segmentacion nuclear (Anexo 3).
Ahora bien, el marcador DAPI presenta afinidad al RNA pero esto no representa un
sesgo en los resultados debido a que, el mayor grado de emision para RNA es de
500 nm (onda no registrada en la fluorescencia de cultivos) y la intensidad de unién
es solo de ~20 % mientras que, para el DNA la emision de fluorescencia aumenta
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~20 veces dando un azul brillante. Al ser un colorante indélico presenta una mayor
sensibilidad al DNA. Para asegurar que el colorante fuera permeable a la membrana
plasmatica la concentracion del mismo fue mayor debido a que presenta poca
permeabilidad en células vivas en cantidades pequefias de adiccion (Kapuscinski,
1995; Banerjee & Pal, 2008).

Con respecto al colorante PHALLOIDIN es un marcador selectivo a filamentos de
F-actina presentes en el citoesqueleto de las células fijadas o no y resulta
impermeable en membranas celulares integras. En la observacion de la tincién
fluorescente posterior a la insercion selectiva del vector pcDNA 3-EGFP se observa
tincion de filamentos de actina. Este resultado procederia de un dafio a la membrana
para asi permitir la permeabilidad del colorante, sin embargo, al contrastar con un
nudcleo integro reportado por el colorante DAPI se puede deducir que el método de
transfeccion resulta de igual forma factible para transferir marcadores fluorescentes
como lo fue en este caso puesto que la transfeccion fue en continuidad con la tincion
de un color rojo intenso que la tincién de actina filamentosa demuestra la dinamica
del citoesqueleto en las células vivas y con ello la integridad de la célula. Por lo
anterior se puede asumir la presencia de viabilidad y salud celular en el método de
transfeccion (Pospich et al, 2020; Gao & Nakamura, 2022)

La expresion de los segmentos TOK1 Ay TOK1 B generados por mutacién dirigida
del canal TOK1 y con ello la creacion de dos proteinas (biogénesis) no presentes
en la naturaleza fue con el objetivo de evaluar si era viable la expresion de manera
segmentada. Al ser viable , la premisa que ahora surge para el estudio es, evaluar
si los segmentos se comportan diferente como lo reporta C. Saldafia y
colaboradores en el 2002 al expresar por separado cada segmento (TOK1 A, 6
cruces transmembranales, 1 dominio de poro; TOK1 B, 2 cruces transmembranales,
1 dominio de poro) y presentar una selectividad baja al potasio, una rectificacién
entrante y un conformacion tetramérica y no un dimeérico como lo es el canal TOK1p
(Saldana et al., 2002)
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Para el estudio de la sensibilidad del cultivo de la linea celular MCF-7 frente a la
toxina K1 sin el blanco molecular se realiz6 un ensayo de viabilidad celular.
Mediante la exposicion a diversas concentraciones de la toxina suspendida en el
sobrenadante se estudio si la linea celular presentaba respuesta a la toxina en
ausencia del canal TOK1p. En la figura 18 se observa que el vehiculo més la toxina
si ejerce un efecto tdxico en las células y el cual compromete la viabilidad celular y
es proporcional conforme se aumenta el volumen. El mismo efecto es observable
en presencia del vehiculo con lo cual se puede inferir que posiblemente el efecto

Killer sea por toxicidad o choque osmatico.

La viabilidad no es comparable con la ejercida en los controles: Capsaicina-CAP la
cual ocasiona la muerte celular por medio de receptores de potenciales transitorios
(TRPV) unidos a Capsaicina provocando dafio mitocondrial que a su vez liberan
calcio de reservorios y citocromo C e induce actividad pro apoptética; tapsigargina-
TG, inhibidor competitivo de la Ca2+ ATPasa del reticulo sarcoendoplasmico
(SERCA), evento el cual induce a un aumento de la concentracion de calcio en el
citosol adjunto al bloqueo del bombeo del excedente a reservorios, generando
estrés del reticulo y muerte celular. Respecto al triton su efecto de muerte celular
es mediante su uso como emulsificante de membranas y desintegracién de

proteinas.

XIl.  CONCLUSIONES
Es evidente de que los organismos compartimos similitudes de dominios
conservados a lo largo de la evolucion como es el caso de la firma de seleccion de

poro presente en el canal TOK1p y los canales pertenecientes a la familia KCNK.

La expresion heteréloga por medio de uso de vectores y cloruro de calcio como
reactivo de transfeccién es un método eficaz, viable y accesible que permite el
estudio de elementos de manera aislada pertenecientes a sistemas conservados y

altamente competitivos como lo es el sistema Killer.
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La expresién heteréloga del canal TOK1p y sus segmentos (TOK1 A; TOK1 B) es
posible desde un organismo unicelular del cual proceden a un organismo

pluricelular.

Se observa comprometida la viabilidad celular de la linea MCF-7 ausentes del
blanco molecular en presencia de los diversos voliumenes de toxina K1, lo cual

puede ser debido a un efecto toxico o de choque osmatico presente en el vehiculo.

La ciencia béasica si bien no conlleva una aplicacién inmediata en el campo, es de
caracter obligatorio puesto que, otorgar la importancia como piedra angular para
toda evidencia que se escale hasta su aplicacion. El estudio de organismos vivos,
asi como el entorno en el que nos desarrollamos y relacionamos debe aplicarse en
cualguier rama de especialidad y no conjeturar a que estd limitada solo a
profesiones que emergen de la rama de la biologia. El trabajo multidisciplinar y una

simbiosis entre las mismas siempre enriqueceran el conocimiento adquirido.

Xlll.  PERSPECTIVAS.

o Realizar experimentos in silico e in vitro para validar similitud entre el canal
TOK1p y el canal TASK 3 sobre expresado en cancer de mama con enfoque
al poro de selectividad, la presencia de cisteinas asi como relacion con
aminoacidos aromaticos.

o Determinar las propiedades funcionales del canal TOK1, TOK1A, TOK1B
segmentos del canal en células de mamifero con respecto a la presencia de
la toxina K1.

o Estandarizary valorar el efecto osmético del vehiculo en el cual se encuentra
la toxina K1 sobre la viabilidad celular.

o Evaluar el efecto de diversos pH de entornos celulares sobre la sensibilidad
y accion de la toxina K1.

o Realizar estudios comparativos del reconocimiento de la toxina K1 frente la

expresion del canal TASK 3 en células de cancer de mama.
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ANEXOS.

ANEXO 1. Cuadro de identificacién de secuencias.

El cuadro muestra las secuencias empleadas para los diversos analisis

bioinforméticos del presente proyecto. Se presenta el nombre del microorganismo,

la secuencia objetivo y su No. De identificacion procedente de la plataforma NCBI.

Secuencias empleadas en los analisis bioinformaticos
Especie Secuencia ID
o Canal TOK1_nucleotidos NC_001142.9
Saccharomyces cerevisiae
Canal TOK1p CAA89386.1
_ Canal TASK3 NP_001269463.1
Homo sapiens

Canal TREK 1 PDB 4TW

ANEXO 2. Cuadro de microorganimos empleados y su fenotipo.

mcrB1 hsdR2

Levadura
Cepa Caracteristica Fenotipo Fuente
Soledad Funes.
BY4742 Wilde type MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0 Instituto de Fisiologia
celular. UNAM
Soledad Funes.
ATOK1 Resistente MATa his3A1 leu2A0 lys2A0 ura3A0 Tok1AO Instituto de Fisiologia
celular. UNAM
Dra. Rosa Esteban.
5X47 Sensible MATa/a hisl/+ trpl/+ura3/+[K10 K20 K280 Klus0] Universidad de
Salamanca.
ATCC
42300 Super Killer MAT a Ade 2/ +Thrl/+Ski2-1/+[KIL-K1] American Type
Culture Collection
Bacteria
C2925H Libre de Damy | Ara-14 leuB6 fhuA13 lacY1 tsx78 ginV44 galK2 galT22 New England
Dcm mcrA dcm-6 hisG4 rfbD1 R(zgh210::Tn10) tetsendAl BioLabs Inc.
metilacion. rspL136 (StrR) dam13::Tn9 (CamR) xylA-5 mtl-1 thi-1
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ANEXO 3. Mosaico de los efectos de la toxina K1.

Botones de levadura 42300 (cepa Ki* productora de la toxina K1) sobre césped de
levadura 5x47 (cepa Kil- sensible a la toxina). El efecto de la toxina se observa
mediante la aparicion de un halo de inhibicion de crecimiento alrededor del boton a
diversos pH sobre la linea del tiempo (Tomado y modificado del método Kirby-
Bauer, 1966). El halo es reportado en mayor diametro a escala de pH acidos y el
efecto tiende e ser permanente e irreversible, contrario a lo observado en pH

basicos.
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HEK-293

ANEXO 4. Mosaico de los cultivos celulares.

Apreciacion de las estructuras celulares marcadas: verde fluorescente (GFP) indica
expresion del canal TOK1p y sus segmentos TOK1 Ay TOK1B; azul intenso (DAPI)
marca los nucleos celulares; rojo brillante (PHALLOIDIN) marcaje de los filamentos

de F-actina. Cada linea celular se encuentra en un mosaico diferente.
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