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Resumen

Las levaduras son organismos microscopicos con diversas aplicaciones en la
biotecnologia y en la industria. A mediados del siglo XX, se observd que algunas
levaduras atacan y matan microorganismos, a estas se les conoce como “levaduras
Killer”. Las moléculas responsables de este evento celular son toxinas proteicas
secretadas al medio extracelular, posteriormente reconocidas por receptores en la
superficie de las células sensibles. Las levaduras Killer evaden a su propia toxina
porque han generado complejos mecanismos de resistencia o autoinmunidad;
aunque poseen en la membrana plasmatica receptores para su propia toxina, en
principio, son tan susceptibles a la toxina como las células sensibles. Algunas cepas
de Saccharomyces cerevisiae son Killer, y es en este modelo donde mayormente
ha sido estudiado el fenotipo Killer. Muchos de los mecanismos se desconocen, por
lo que en este estudio se expresoé heterdlogamente la toxina K1y el canal de potasio
TOK1 en células de mamifero HEK 293, MCF-7 y MCF12-F. Para esto, se clonaron
las secuencias de nucleoétidos, que codifican para ambas proteinas, en el vector
pcDNA3-EGFP y posteriormente las células fueron transfectadas con estas
construcciones moleculares. Esta estrategia experimental permitio aislar los
componentes que intervienen en el mecanismo de resistencia de K1 y estudiarlos

fuera de la influencia de cualquier otro componente fungico.
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Abstract

Yeasts are microscopic organisms with various applications in biotechnology and
industry. In the middle of the 20th century, it was observed that some yeasts attack
and kill microorganisms and were called “Killer yeasts”. The molecules responsible
for this cellular event are protein toxins secreted into the extracellular medium, which
are recognized by receptors on the surface of sensitive cells. Killer yeasts can evade
the action of their toxin due to complex mechanisms of resistance or autoimmunity;
however, the presence of receptors for its toxin on the plasma membrane makes
them, in principle, susceptible to the toxin. Some strains of Saccharomyces
cerevisiae are Killer and have been the model more studied. Since many of the
mechanisms are unknown, in this study, we expressed the K1 toxin and TOK1
potassium channel heterologous in mammalian cells HEK 293, MCF-7, and MCF12-
F. The DNA sequence of both proteins was cloned in the pcDNA3-EGFP vector, and
the mammalian cells were subsequently transfected. This experimental strategy
allowed the isolation of critical components involved in the resistance mechanism of

K1 and their study outside any other fungal component influence.
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. Introduccién

Las levaduras son microorganismos de gran importancia en la fabricacion de
alimentos y bebidas, asi como en la biotecnologia. Desde mediados del siglo XX,
se observo que algunas levaduras atacan y matan microorganismos, a este tipo de
levaduras se les ha denominado “Killer” (Magliani et al., 1997; Makower & Bevan,
1963).

La caracteristica principal del fenotipo Killer es que la levadura es capaz de sintetizar
toxinas proteicas que son exocitadas, y posteriormente, actlan sobre receptores en
la superficie de microorganismos sensibles, ejerciendo su efecto sin interaccién
directa (Gier et al., 2017; Somers & Bevan, 1969). Asi mismo, las levaduras Killer
se han caracterizado por presentar un mecanismo que les permite ser inmunes o
resistentes a la actividad de su propia toxina (Magliani, 1997). Asi, el fenotipo Killer
ofrece una ventaja sobre las levaduras sensibles, ya que, tienen mayor capacidad

de obtener los nutrientes disponibles en el medio (Schmitt, 2002).

Una de las especies mayormente estudiadas es Saccharomyces cerevisiae, de las
cuales algunas cepas presentan el fenotipo Killer (Makower, 1963). Al dia de hoy,
se han encontrado cuatro grupos principales de toxinas producidas por esta especie
de levadura (K1, K2, K28 y Klus), las cuales varian en su mecanismo de accion y

de resistencia (Magliani et al., 1997; Rodriguez-Cousifio et al., 2011).

Estudios previos han mostrado que la toxina K1 o super Killer posee un blanco
molecular presente en la membrana plasmatica de diferentes organismos: los
canales de potasio TOK1. De manera general, se ha observado que la presencia de
la toxina en el medio extracelular de la levadura sensible, desencadena un flujo
descontrolado de potasio y ocasiona muerte celular a través de la activacion de los
canales TOK1 (Ahmed et al., 1999).
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Al igual que todas las levaduras Killer, las cepas de S. cerevisiae productoras de K1
son resistentes a su propia toxina, pero son susceptibles a las toxinas secretadas
por otras levaduras Killer. Actualmente, se conoce que una porcion de K1 inhibe los
canales TOK1 de manera interna suprimiendo la activacion por la toxina en el lado
extracelular, generando asi el mecanismo de resistencia propio de esta toxina; sin
embargo, este mecanismo no ha sido conocido en su totalidad (Schmitt, 2002; Sesti,
2001).

Por su parte, la expresion de toxinas y canales ionicos en diferentes modelos
biolégicos, han permitido ayudar a comprender sus mecanismos y propiedades
(Mathie et al., 2021; Rivera-de-Torre et al., 2022). Asi, la expresiéon heteréloga de
K1y TOK1 en lineas celulares de mamifero es una estrategia 0til para el estudio del
mecanismo de resistencia a K1. Previamente, TOK1 ha sido expresado con éxito
en ovocitos de rana (Xenopus laevis), asi como partes de este en células de ovario
de hamster chino (CHO) y células embrionarias de rifidn humano (HEK293)
(Saldana, 2002).

En el presente trabajo se emplearon técnicas novedosas para el estudio de sistemas

de expresion heterdloga en las lineas celulares HEK293, MCF-12F y MCF-7, con

enfoque hacia el sistema Killer de S. cerevisiae.
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[I. Antecedentes

2.1 Levaduras

2.1.1 Generalidades

A finales del siglo XVIII y principios del XIX, las levaduras no se consideraban un
organismo vivo (Barnett, 1998). En la actualidad, las levaduras se han clasificado
como parte del reino Fungi (Madigan, 2015), y se conoce que son un grupo
heterogéneo de microorganismos eucariotas unicelulares (Arnold, 2018).

Las levaduras muestran heterogeneidad morfolégica, aun siendo de una cepa de la
misma especie, varian en tamafo, forma y color. Su tamafo oscila entre 3y 8 um
de diametro. Muchas especies de levadura son elipsoidales u ovoides, pero también
se encuentran con formas esférica, alargada o piriforme (Feldman, 2012; Garcia
Cortés, 1995).

Respecto a la estructura de las levaduras, estas presentan una pared celular
compuesta por glucanos y mananos; la pared no solo se considera una envoltura
gue brinda proteccion fisica y osmética a una célula, sino que también es un
componente celular dindmico que proporciona permeabilidad selectiva y
reconocimiento y adhesion célula a célula (Stratford, 1994). Asi mismo, al igual que
otras células eucariotas, las levaduras se conforman por membrana plasmatica,
citoplasma, ribosomas, ndcleo, reticulo endoplasmico, aparato de Golgi,

mitocondrias y peroxisomas (Feldma, 2012b).

Para crecer, las células de levadura requieren de compuestos organicos; algunas
de las fuentes de carbono importantes en el metabolismo de la levadura son:
azucares simples, polioles, &cidos organicos y grasos, entre otros (Walker, 1998).
Un factor igual de importante es el pH del medio en el que se encuentran las

levaduras, considerandose un pH entre 5y 6 un valor 6ptimo (Tortora et al., 2019a).
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Por otra parte, las levaduras no siempre necesitan oxigeno, ya que, la mayoria son
anaerobias facultativas (pueden crecer en un ambiente con o sin oxigeno), lo cual
les ha permitido colonizar diversos ecosistemas. Dependiendo de la presencia o
ausencia de oxigeno, las levaduras tendran procesos metabdlicos diferentes: si hay
presencia de oxigeno, metabolizaran los carbohidratos en dioxido de carbono y
agua, a traveés de la respiracion aerobia; mientras que, en ausencia de oxigeno, se
llevara a cabo la fermentacién de carbohidratos, obteniendo diéxido de carbono y
etanol, productos de suma importancia en la elaboracién de pan, vino, entre otros
(Tortora 2019b, 2019a).

El proceso reproductivo de las levaduras puede ser de forma asexual o sexual. En
la reproduccion asexual, la levadura genera una copia de si misma; la forma mas
comun es por gemacion, en la que se da una reparticion desigual del material; sin
embargo, la reproduccion asexual también puede darse por fision binaria. Respecto
a la reproduccion sexual, esta se da a través de la formacion de esporas, como las

ascosporas (Garcia Cortés, 1995; Tortora, 2019b).

Las levaduras no son microorganismos moviles, por lo que dependen de vectores
animales y de la actividad humana para su dispersion. A pesar de esto, son
microorganismos ampliamente distribuidos en la biosfera, pudiendo aislarse de
ambientes terrestres, acuaticos y aéreos (Tortora, 2019b; Walker, 1998). La mayoria
de las levaduras son saprofitas, proliferando en materia organica muerta, mientras
gue otras son parasitarias y pueden causar enfermedades en animales y plantas
(Garcia Cortés, 1995).

2.1.2 Aplicaciones de las levaduras

2.1.2.1 Células de levadura como modelo experimental

Al comparar células procariotas con células eucariotas, no es ninguna sorpresa

encontrar que estas Ultimas son un grupo mas complejo. Si bien las bacterias han
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sido un modelo que han permitido el estudio de las propiedades generales de las
células, los organismos procariotas no son un organismo apropiado para obtener
conclusiones respecto a las células eucariotas, ya que estos se diferencian en

tamano, estructura y funciones (Cooper, 2007).

Por su parte, las levaduras han mostrado ser un modelo adecuado para el estudio
de distintas propiedades de las células eucariotas. Si bien las levaduras no tienen
exactamente las mismas caracteristicas de un organismo eucariota complejo, si
presentan diversas similitudes en su estructura, como un citoplasma con distintos
organelos y un nucleo que guarda el material genético (organizado en 16
cromosomas). Otra ventaja de estos microorganismos es que su tiempo de
replicacion es corto (alrededor de dos horas) comparado con otras células
eucariotas; ademas, pueden cultivarse facilmente en el laboratorio (Alberts, 2015;
Cooper, 2007).

Ademas, los analisis de las secuencias genomicas de las levaduras, y de otros
eucariotas, ha concluido que las secuencias de aminoacidos de las proteinas y, en
general, las funciones de las mismas se han conservado entre este tipo de células.
Por todo lo anterior, hoy en dia se considera que las levaduras pueden ser un

modelo experimental apropiado (Botstein, 2011).

2.1.2.2 Células de levadura como agente bioprotector

Las levaduras se caracterizan por ser microorganismos competitivos, lo cual les ha
permitido crecer y sobrevivir en diversas condiciones, razon por la cual se pueden
encontrar en diferentes ecosistemas. Esta capacidad es atribuida a diferentes
aspectos: produccion y secrecion de enzimas (p. €j., glucanasas, lipasas, etc.),
cambios en el pH del medio (resultado de la produccién de acidos organicos),
produccion y tolerancia de altas concentraciones de etanol, asi como la sintesis de
toxinas asesinas o toxinas Killer (moléculas proteicas que muestran actividad

antimicrobiana en diferentes tipos de hongos y bacterias). Gracias a lo anterior, las
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levaduras son consideradas como agentes bioprotectores en diferentes sectores:
agricultura, industria de bebidas fermentadas, medicina, entre otros (Freimoser,
2019; Golubev, 2006; Muccilli, 2015).

2.1.3 Saccharomyces cerevisiae

El género Saccharomyces incluye ascomicetos morfolégicamente simples. Esta
conformados por alrededor de 40 especies, siendo la levadura S. cerevisiae la mas
conocida (Mohamudha, 2010; Walker, 2009).

El nombre de la especie S. cerevisiae proviene de los términos Saccharo (azucar),
myces (hongo) y cerevisiae (cerveza). Es un microorganismo ampliamente utilizado
por el hombre, principalmente en la elaboracion del pan y la produccion de bebidas
alcohdlicas fermentadas. De manera mas reciente ha sido empleada en el area de

la biotecnologia y ciencias afines (Feldman, 2012b; Suarez-Machin, 2016).

2.2 Sistema Killer en levaduras

A mediados del siglo XX, Bevan y Makower observaron levaduras de S. cerevisiae
en cultivo y encontraron que estas se podian comportar de tres formas distintas:
algunas de ellas podian matar a un segundo grupo de levaduras, pero habia un
tercer tipo sobre las cuales el primer grupo no tenia efecto; a estos tres grupos se
les denominé levaduras Killer o asesinas, levaduras sensibles y levaduras con

fenotipo neutro, respectivamente (Makower, 1963).

Investigando mas al respecto, encontraron que no era necesario un contacto entre
las células Killer y las células sensibles; para esto, observaron que las células
sensibles morian cuando se incubaban en medios filtrados libres de levaduras Killer
(derivados de un crecimiento de 48 horas de células Killer), siendo hasta el 39% de
las células sensibles destruidas. Con esto, se planted que habia un compuesto que

las levaduras Killer secretaban y con el cual ejercian su efecto (Bevan, 1963).
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Cuadro 1. Toxinas Killer, estructura, tamafio, receptores y mecanismos de accion.

Tamafio
_ Estructura .
Toxina _ dela Mecanismo de
Levadura _ de latoxina . Receptor .
Killer ] toxina accion
Killer
(kDa)
Arresto  del ciclo
Kuyveromyces . -
lacti - Trimero afy 156.5 Quitina celular en G1,
actis
actividad quitinasa
Pichia anomala B-1,3 D-
K5 - 49 Glucanasa
NCYC434 glucano
Incrementa la
Pichia farinose SMK1 Dimero af 14.2 - permeabilidad de la
membrana a iones
K1 Dimero af 19.0 B-1,6 D-
Incrementa la
K2 Dimero af 21.5 glucano -
permeabilidad de la
Saccharomyces KHR Monoémero 20.0 - .
o membrana a iones
cerevisiae KHS Monémero 75.0 -
a-1,3 Inhibiciébn de la
K28 Dimero af 21.5 . .
manoproteina sintesis de DNA
_ P1 Dimero a3 19.0 - Incrementa la
Ustilago . N
) P2 Mondémero 111 - permeabilidad de la
maydis ]
P6 Dimero a8 17.7 - membrana a iones
Inhibiciébn de la
HM-1 Monémero 10.7 sintesis de B 1,3
Williopsis B-glucano de la glucano
mrakii pared celular Incrementa la
K-500 Monémero 1.8-5 permeabilidad de la

membrana a iones

Tomado y modificado de (El-Banna, 2011).

Cinco afios después, Bevan y Woods describieron que la sustancia causante de la

muerte de cepas de levadura sensibles, inicialmente denominada “factor Killer”,

consistia en una proteina con un espectro de accidon altamente especifico,
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dependiente de ciertas condiciones de pH (pH acidos) y temperatura (menor a 37°C)
(Marquina et al., 2002; Woods & Bevan, 1968).

El factor Killer, actualmente denominado toxina Killer, es capaz de matar
microorganismos sensibles, asi como levaduras Killer que secretan un tipo de toxina
diferente. Ademés de producir toxinas, las levaduras Killer tienen la capacidad de
evadir la actividad de su propia toxina, siendo inmunes o resistentes a ésta. Ambas

propiedades conforman el “sistema Killer” (Magliani, 1997; Marquina, 2002).

Cuadro 2. Bases genéticas en el fenotipo de levaduras Killer.

Nombre del Tamafo del

i Nombre de
Base genética gen dela gen dela )
. . la toxina
toxina toxina (kbp)
M1 1.8 K1
Saccharomyces M2 15 K2
Virus de RNA de doble .
cerevisiae M28 1.9 K28
cadena (dsRNA)
Mlus 2.1-2.3 Klus
encapsulado. Heredado
_ . M1/M2 14 P1
citoplasméticamente
Ustilago maydis M2 0.98 P4
M2 1.2 P6
Kuyveromyces pGkL 1 8.8 -
Plasmidos lineales de lactis pGkL 2 13.4 -
DNA de doble cadena o _ pPac 1-1 13.6 -
Pichia acaciae
pPac 1-2 6.8 -
Saccharomyces KHR 0.9 KHR
o cerevisiae KHS 2.1 KHS
Genes cromosOmicos
o . HMK - HM-1, K-
Williopsis mrakii
500

Tomado y modificado de (El-Banna, 2011).

Actualmente, se conocen una gran variedad de toxinas Killer. Estas toxinas son
producidas por diferentes géneros de levadura Killer: Candida, Cryptococcus,

Debaryomyces, Hanseniaspora, Hansenula, Kluyveromyces, Pichia,
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Saccharomyces, Tilletiopsis, Torulopsis, Ustilago, Williopsis, Zygosaccharomyces,
entre otras (Magliani 1997; Marquina 2002; Mohamudha 2010). De manera general,
las toxinas Killer se diferencidn segun: el origen genético, tamafio, estructura,
mecanismo de accidén y propiedad de resistencia (Cuadro 1) (El-Banna, 2011;
Marquina, 2002).

Como se mencion6 previamente, el origen genético de las toxinas Killer puede
variar; estas variaciones se engloban de manera general: virus de dsRNA (RNA de
doble cadena) que son heredados citoplasméaticamente, por ejemplo, las levaduras
productoras de toxinas K1, K2, K28 y Klus de S. cerevisiae; plasmidos de DNA
lineales, como el caso de Kluyveromyces lactis y Pichia acaciae; o en genes
cromosomicos, presentes en Williopsis mrakii (Cuadro 2) (El-Banna et al., 2011;
Magliani et al., 1997; Mannazzu et al., 2019).

2.2.1 Aplicacion de levaduras con sistema Killer

Tras afos de investigacion de las levaduras Killer, se han estudiado diferentes
posibles aplicaciones de las mismas. Principalmente, han tenido especial atencion
en productos que requieren un proceso de fermentacién. Un ejemplo de ello es el
vino, el cual puede sufrir deterioro en cualquier etapa del proceso de vinificacion
como resultado de la presencia de levaduras contaminantes, por lo que su uso tiene
la finalidad de evitar el crecimiento de estas levaduras, como lo son las del género
Candida, Hanseniaspora, Kloeckera y Pichia (Bortol, 1986; Magliani, 1997; Young,
1981).

De manera general, las levaduras Killer pueden ser una herramienta Gtil como
organismos de control biolégico, desde el cultivo de plantas hasta en la

conservacion de alimentos (Kinal, 1995; Palpacelli, 1991).

En el &rea de la medicina, existen levaduras patdgenas, las cuales pueden generar

infecciones, particularmente en organismos inmunocomprometidos. Entre las

20



infecciones por levaduras mas frecuentes, se encuentran las ocasionadas por
Candida albicans, Cryptococcus neoformans, Pichia andbmala, entre otras (Magliani,
1997). Por lo anterior, se ha buscado desarrollar nuevos antimicéticos para el
tratamiento de infecciones fungicas en humanos y animales (Polonelli, 1986;
Schmitt, 2002).

Asi mismo, las toxinas Killer también muestran un amplio espectro de actividad
contra un gran namero de bacterias patdégenas humanas. Esto, aunado a la reciente
preocupacion de diferentes instituciones de salud por la resistencia a antibiéticos,
hace que estas toxinas, potenciales péptidos antimicrobianos, sean atractivos
objetos de estudio (Lobato Tapia, 2019; Schmitt & Breinig, 2002; Selitrennikoff,
2001).

Si bien el uso de las levaduras Killer, o sus toxinas, siguen limitandose a su estudio
en el laboratorio, estas actualmente presentan un abanico de posibles aplicaciones
gue pueden llegar a ser aplicables a diferentes organismos animales y vegetales
con el fin de contrarrestar la proliferacion de microorganismos no deseados
(Mannazzu, 2019).

2.3 Saccharomyces cerevisiae como levadura Killer

2.3.1 Generalidades

Al dia de hoy, uno de los sistemas Killer de levadura méas estudiados es el de S.
cerevisiae. Esta especie presenta diferentes cepas con fenotipo Killer, las cuales se
ha visto que pueden sintetizar y secretar un tipo de toxina, ya sea K1, K2, K28 o
Klus (Magliani, 1997; Rodriguez-Cousifio, 2011). Aunado a lo anterior, también se
ha observado que S. cerevisiae es productora de toxinas KHS (Killer of Heat
Sensitive) y KHR (Killer of Heat Resistant), que estan codificadas en el cromosoma
V y IX de la levadura, respectivamente; a diferencia de las primeras toxinas

mencionadas, estas Ultimas muestran una actividad débil (Goto, 1990).
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Para ejercer su efecto, todas las toxinas Killer se unen a blancos moleculares
presentes en las levaduras sensibles. En el caso de K1, esta se une primero al
receptor 3-1,6-glucano de la pared celular (Hutchins, 1983; Schmitt, 2006). Su
posterior blanco molecular no se conocen con exactitud, pero tras la interaccion con
este, K1 logra tener un efecto sobre la membrana plasmética y genera una salida

descontrolada de potasio (de la Pefia, 1981).

Respecto al mecanismo de accién de K2, esta presenta una actividad similar a la
de K1, generando una mayor permeabilidad de iones en la membrana plasméatica
(Guyard, 2002; Orentaite, 2016).

Por otra parte, se conoce que K28 se une a la pared celular mediante los residuos
de manosa unidos a a-1,3 de manoproteinas, y cuando llega a la membrana
citoplasmatica bloquea la sintesis de DNA y retiene a las células en la fase S
temprana del ciclo celular (Magliani, 1997; Schmitt, 1996).

En cuanto a Klus, descubierta mas recientemente, se desconoce un posible
mecanismo de accidn; sin embargo, se ha observado que tiene un efecto Killer
sobre las levaduras S. cerevisiae productoras de K1, K2 y K28, Hanseniaspora sp.,
Kluyveromyces lactis, Candida albicans, C. dubliniensis, entre otras (Rodriguez-
Cousifio, 2011).

2.3.2 Elementos del sistema Killer

Los responsables del fenotipo Killer en las levaduras S. cerevisiae son virus de RNA
de doble cadena (dsRNA). Para que las células puedan producir a K1 es necesario
gue estén infectadas con el virus denominado M1 (1.8 kb); para K2, se requiere del
virus M2 (1.5 kb); para K28, se necesita M28 (1.9 kb); y para Klus, es necesario el

virus Mlus (2.1-2.3 kb). Cada uno de estos virus le dara una propiedad especifica a
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cada levadura Killer, ya que cada toxina tiene un mecanismo de accion y de

resistencia especificos (Magliani, 1997; Rodriguez-Cousifio, 2011).

Cada uno de los genomas de los virus M antes mencionados, contiene un ORF
Unico que codifica una preprotoxina (pptox) precursor de la toxina Killer madura
(Esteban, 1986). En este caso, cada virus esta compuesto por dos cadenas de RNA;
sin embargo, la informacion genética para que la preprotoxina pueda expresarse se
encuentra exclusivamente en la cadena positiva (Rodriguez-Cousifio, 2011;
Schmitt, 1995).

Los virus M dependen de un segundo virus auxiliar de dsRNA, L-A, para su
mantenimiento y replicacion (Esteban, 1986; Magliani, 1997; Schmitt, 2006;
Wickner, 1992). La importancia del virus L-A reside en que estos proporcionan las
capsides en las que el material genético del virus L-A 'y el virus M se empaquetan
individualmente (Bostian, 1980; Schmitt, 2006).

Los virus antes mencionados pertenecen a la familia de virus Totiviridae, de manera
particular estos se conocen como virus de S. cerevisiae o0 ScV (Bostian et al., 1983).
Debido a que los virus M dependen de la coexistencia de los virus auxiliares L-A

para su replicacion, estos se conocen como virus satélites de L-A (Wickner, 1992).

2.3.3 Toxina K1

2.3.3.1 Sintesis y componentes de la toxina

El ORF, encontrado en la cadena positiva del virus M1 (Fig. 1a), se traduce en una
pptox que serad procesada y secretada como toxina madura. El producto de
traducciéon primario es un polipéptido de 316 aminoacidos y 35 kDa (Fig. 1b), que
consiste en cuatro segmentos: dominio &, una secuencia lider en el extremo N
terminal de 44 aminoacidos; dominio a, constituido por 103 residuos (posiciones 45

a 147); dominio y, compuesto por 104 residuos (posicion 148 a 233); dominio 3,
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conformado por 83 residuos (posiciones 234 a 316) (Bostian, 1984; Magliani, 1997,
Zhu, 1992) (Fig. 1c).

a)

I,Q_wr.cﬁ“'«* Virus M1 contenido
en VLPs.

, Traduccion

Lo e, del ORF.

Preprotoxina

Figura 1. Sintesis de la preprotoxina K1. a) El virus M1, compuesto por dsRNA
(cadena roja y morada), se encuentra encapsidado en VLPs (ilustrada como
icosaedro azul). b) La cadena positiva (+) es extruida al citoplasma, llegando a los
ribosomas, donde es traducida en una proteina de 316 aminoacidos (pptox). c) La
pptox consta de cuatro dominios: & (color verde, formado a su vez de dos regiones:
preregion y proregion), a (color negro), y (color amarillo) y B (color café). Imagen

inédita del presente trabajo.

El dominio d, a su vez esta conformado por dos regiones: la preregion y la proregion.
La preregion contiene una sefial N-terminal de 26 residuos de aminoacidos, la cual
permite que la pptox sea movilizada a la luz del reticulo endoplasmico; en este sitio,
la preregion es removida por una peptidasa, obteniendo una protoxina (ptox) (Fig.
2a). Ademas, se forma un enlace disulfuro entre el carbono 92 del dominio a y el

carbono 239 del dominio B, y tres sitios del dominio y son glucosilados (Fig. 2b).
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Posteriormente, la ptox es translocada al aparato de Golgi (Bostian, 1983; Gier,
2020; Magliani, 1997).

a)

Peptidasa
senal
!
Lpre [[po . [ 3 |
v

b)

Figura 2. Modificacion postraduccional de la preprotoxina K1 en el lumen del
reticulo endoplasmico. a) La pptox se ve modificada por una peptidasa sefial, que
escinde los primeros 26 aminoacidos (preregion), obteniendo ptox. b) La ptox se
pliega, dando lugar a un enlace disulfuro entre el dominio ay . Asimismo, tres sitios

del dominio y son glucosilados. Imagen inédita del presente trabajo.

Una vez en el aparato de Golgi, la ptox es modificada por la endoproteasa Kex2p,
la cual reconoce esencialmente aminoacidos basicos (lisina y arginina), y escinde
en la posicion 44, 149, 188 y 233; eliminando asi la secuencia restante de 27 a 44
aminoacidos (proregién) del dominio & y el dominio y (Fig. 3a y 3b). Adicionalmente,
la subunidad alfa es procesada por Kexlp, una serina carboxipeptidasa,
removiendo la secuencia dibasica de arginina correspondiente a la posicion 148 y
149 (Dmochowska, 1987; Gier, 2020; Zhu, 1992) (Fig. 3c).

Finalmente, la toxina madura activa se secreta como una molécula dimérica en la

gue los dominios a y B estan unidos covalentemente por enlaces disulfuro entre
residuos de cisteina (Bostian, 1984; Schmitt, 2006) (Fig. 4).
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a)

b)

pro

Figura 3. Modificacion postraduccional de la protoxina K1 en el aparato de Golgi. a)
Residuos basicos de la protoxina, mismos donde cortan endopeptidasas (Kex2p) y
carboxipeptidasas (Kex1p). b) Sitios de escision de Kex2p en la protoxina. ¢) Ultima
modificacion postraduccional por la enzima Kexlp. Imagen inédita del presente

trabajo.

Se ha observado que el procesamiento de pptox se asemeja a las modificaciones
postraduccionales de hormonas peptidicas de mamiferos, como la preproinsulina.
En un inicio, la pptox y la preproinsulina estdn formadas por 4 dominios, de los
cuales su forma funcional solo conserva 2, siendo secretadas ambas moléculas
como dimeros unidos por puentes disulfuro. Para que lo anterior suceda, se requiere
de enzimas clasificadas como serina proteasas: Kex2p (encontrada en levaduras

en el procesamiento de K1), PC1, y PC2, (encontradas en mamiferos en el
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procesamiento de preproinsulina), las cuales escinden después de residuos béasicos
(Barr, 1991; Davidson, 2004; Gier, 2020; Zhu, 1992).

S
S

Figura 4. Toxina madura. La toxina es secretada como un dimero unido por un
enlace disulfuro entre los dominios a y B; esta estructura se conoce como la forma
madura de la toxina, la cual es la encargada de llevar a cabo el efecto Killer. Imagen
inédita del presente trabajo.

2.3.3.2 Mecanismo de accion Killer

Para que la toxina K1 tenga un efecto Killer sobre las levaduras sensibles, ésta
interactua inicialmente con el receptor 3-1,6-glucano de la pared celular (Hutchins,
1983; Schmit, 2006). Después, la toxina es translocada a la membrana
citoplasmatica y ejerce su efecto; en este ultimo paso se han estudiado dos posibles
blancos de accion: el receptor de membrana Krelp (Breinig, 2002) y los canales de
potasio TOK1 (Ahmed et al., 1999).

En relacion al posible blanco molecular TOK1, se ha observado que K1 tiene un
efecto sobre diferentes bacterias de interés biomédico, como Klebsiella
pneumoniae, Staphylococcus aureus, entre otros. Aunado a esto, analisis
bioinformaticos han mostrado que estos microorganismos presentan ORF
homélogos a TOK1 (Ramirez-Villarreal, 2018).

Se considera que los canales de potasio TOK1 son necesarios para la interaccion
letal de K1 con la membrana plasmatica; cabe mencionar que esta Ultima interaccion
se ha estudiado también en ovocitos de Xenopus laevis que expresan, en

condiciones de laboratorio, el canal TOK1 (Ahmed, 1999).
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Ensayos previos indican que el efecto letal de la toxina K1 implica la interrupcion del
gradiente de iones electroquimicos a través de la membrana plasmatica. Como
resultado, hay una fuga incontrolada de iones K*, que lleva a la muerte celular
(Bussey & Sherman, 1973; Kagan, 1983; Orentaite et al., 2016)

2.3.4 Efecto de resistencia a la toxina K1

Se ha demostrado que la forma no madura de la toxina K1 juega un papel importante
en la resistencia de las levaduras Killer a su propia toxina, una vez que la forma
madura se encuentra en el medio extracelular. De manera especifica, se ha
observado que las cisteinas 95 y 107 del dominio a, juegan un papel fundamental
en la resistencia, asi como los primeros 31 aminoacidos del dominio y (Boone et al.,
1986; Gier et al., 2019; Zhu et al., 1993).

Por su parte, el canal TOK1 se expresa en las membranas plasmaticas de levaduras
Killer y sensibles; sin embargo, el canal solamente es activado en las células
sensibles. Al respecto, se ha hipotetizado que el precursor de la toxina K1 suprime

la activacion del canal TOK1 desde el interior de la levadura Killer (Sesti, 2001).

2.3.5 Canal de potasio TOK1

Los canales de potasio (K*) son proteinas que atraviesan la membrana con varios
segmentos transmembrana (Biggin, 2000). Estos canales se clasifican en tres
familias: 1) canales de potasio dependientes de voltaje o Kv, los cuales tienen 6
cruces transmembranales (CT) y una regién formadora de poro a través de la cual
sacan potasio de la célula; su cuarto CT esta enriquecido en aminoacidos cargados
positivamente (lisina y arginina), lo que los hace sensibles a los cambios de voltaje
a través de la membrana. 2) canales de potasio Ki: que presentan estructuralmente
2 CT y movilizan potasio hacia el interior celular. 3) canales de potasio con dominios
de poro en tandem (K2P), las cuales pueden tener 8 CT o 4 CT; los canales con 4

CT, tienen amplia distribucion en la naturaleza, mientras que los de 8 CT, solamente
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se han encontrado en hongo levaduriformes y filamentosos (Catterall, 2010;

Gomora Martinez, 2010).

Dentro la familia K2P, se encuentra el canal TOK1 de S. cerevisiae, que consta de
ocho dominios transmembrana y es rectificador saliente de potasio. Como su
nombre lo indica, este canal cuenta con dos poros: el primer dominio de poros (P1)
se ubica entre el CT 5y 6 y el segundo dominio de poros (P2) estd entre el CT 7y
8 (Ketchum, 1995; O’Connell, 2002).

2.4 Expresion heterdloga de componentes del sistema Killer de S. cerevisiae

La expresion heterologa consiste en un sistema de clonacion y expresion de
material genético en un organismo diferente al de origen. Para ello, se requiere de
vectores de clonacion, los cuales son necesarios para la transcripcion y traduccion
del material genético en estudio. Esta herramienta ha mostrado tener un papel
importante en la generacion del conocimiento respecto a la actividad de las
proteinas y el estudio de las toxinas Killer no ha sido la excepcion (Farrokhi, 2009;
Ferrer-Miralles, 2015; Giesselmann, 2017; Goto, 1991).

Las toxinas secretadas por S. cerevisiae que han sido objeto de expresion
heter6loga son KHS, KHR y K28. Las dos primeras toxinas fueron estudiadas a
finales del siglo XX, y para ello fue necesario la construccion de un vector con la
secuencia de DNA, el cual fue insertado en una cepa no Killer de S. cerevisiae,
obteniendo una secrecion de toxina de 3 a 4 veces mayor que en la célula wild-type,

permitiendo con esto su secuenciacion (Goto, 1991; Goto, 1990).

Por su parte, K28 se ha logrado expresar con distintas proteinas fluorescentes
(mCherry y GFP) en diferentes levaduras. Entre las levaduras de expresion se
encuentran Schizosaccharomyces pombe, Pichia pastoris y Candida glabrata, en
las cuales en general se observaron resultados exitosos, ya que incluso se llegé a

obtener una secrecién en promedio diez veces mayor respecto a las cepas de S.
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cerevisae. Esto indica que el empleo de vectores para la expresion de pptox resulta
viable para la expresidn y secrecion de proteinas heterélogas (Eiden-plach, 2004;
Heintel, 2001).

Por otro lado, al dia de hoy se ha expresado el canal TOK1 en diferentes células.
Entre ellas se encuentran los ovocitos de X. laevis, que expresan una actividad de
TOK1 igual a la de S. cerevisiae, en presencia de K1, mostrando corrientes
rectificadoras externas selectivas de K* (Ahmed, 1999; Ketchum, 1995).

Ademas, se ha logrado introducir una parte del canal TOK1 en células de mamifero,
siendo las lineas celulares CHO (ovario de hamster chino) y HEK-293 (células
embrionarias de riidbn humano) transfectadas con un vector con la secuencia del
poro 2 del canal (TOK1B) (Saldafa, 2002).
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1. Justificaciéon

Las levaduras Killer son microorganismos capaces de sintetizar y secretar toxinas
con amplio espectro de accién sobre diferentes microorganismos. Gracias a esta
caracteristica se ha planteado que las levaduras Killer pueden tener diferentes
aplicaciones en la industria agricola, la industria de los alimentos y la medicina. Para
esto, es necesario llevar a cabo mas investigacion que ayude a responder, entre
otras cosas, cual es la estructura, el modo de accién y el mecanismo de resistencia

de las toxinas Killer.

Entre las toxinas de levadura, la toxina Killer K1 de S. cerevisiae ha sido
ampliamente estudiada; no obstante, el mecanismo por el cual las cepas Killer K1
no reaccionan a su propia toxina no ha sido totalmente explicado. Por tanto, es
importante aplicar estrategias experimentales que permitan el estudio del
mecanismo mencionado, siendo una opcidn la expresion heterdloga en ceélulas de
mamifero, las cuales pueden permitir aislar los componentes que intervienen en el
mecanismo de resistencia de K1 y estudiarlos fuera de la influencia de cualquier

otro componente fungico.
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IV. Hipodtesis

Las células de mamifero expresan de forma heteréloga el canal TOK1 y la toxina
K1, componentes del sistema Killer de Saccharomyces cerevisiae, en células de

mamifero.

V. Objetivos

5.1 General
Expresar de forma heterdloga el canal de potasio TOK1 y la toxina K1 del sistema
Killer de S. cerevisiae en células de mamifero para caracterizar la propiedad de

resistencia.

5.2 Especificos

o Generar la construccion molecular del canal de potasio TOK1 y de K1 en el
vector pcDNA3-EGFP.

o Transfectar ambas construcciones para su potencial expresion heterdloga en
las lineas celulares de mamifero HEK 293, MCF-12F y MCF7.
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VI. Materiales y métodos

En el siguiente diagrama se muestra una idea general del proceso de clonacion y
transfeccion para las secuencias TOK1 y K1. Posteriormente, se da a conocer el
proceso mas a detalle.

Digestion Ligacion de cada bacterias
enzimatica del secuencia en el competentes con

pladsmido pcDNA3- pldasmido pcDNA3- pcDNA3-
EGFP. EGFP. EGFP+TOK1 o

A

enzimatica de las
secuencias de TOK1

y K1 previamente
clonadas en el
plasmido pGEM-A o

Purificacion de las
clonaciones

Secuenciacion Cultivo celular

v

Microscopia

Figura 5. Diagrama general del proceso de clonacién y transfeccion relacionado a

las secuencias TOK1 y K1.

Lo anterior se realizo en el Laboratorio de Biofisica de membranas en la Unidad de
Microbiologia Basica y Aplicada de la Facultad de Ciencias Naturales de la
Universidad Autonoma de Querétaro, Campus Aeropuerto; asi como, en la Unidad

de Proteogendmica del Instituto de Neurobiologia de la UNAM, Campus Juriquilla.
Los residuos bioldgicos fueron almacenados y eliminados siguiendo los protocolos
de seguridad de la Universidad Autonoma de Querétaro, y por la Unidad de

Proteogendmica de la UNAM, Campus Juriquilla.

El proyecto fue aprobado por el comité de bioética de la Facultad de Ciencias
Naturales de la UAQ con el numero de registro 31FCN2020.
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6.1 Clonacion del canal TOK1 y la preprotoxina K1

6.1.1 Vectores
Para la expresion de pptox K1y el canal TOK1, se utilizo el plasmido pcDNA3-EGFP
(Plasmido Addgene #13031, proporcionado por el Dr. Doug Golenbock de la
Universidad de Massachusetts) (Fig. 5), el cual contiene en su secuencia un
promotor de tipo citomegalovirus (CMV) y un potenciador (enhancer), los cuales
impulsan la expresion génica en una variedad de tipos de células (Yu et al., 2017).
Asimismo, pcDNA3-EGFP presenta marcadores de seguimiento que consisten en
resistencia a ampicilina y el gen reportero EGFP (proteina verde fluorescente

mejorada) (Invitrogen, 2010).
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Figura 6. pcDNA3-EGFP. El vector se conforma de 6159 pares de bases. Como
parte de su estructura, sobresalen la secuencia que codifica a la proteina verde
fluorescente (GFP). Ademas, cuenta con: un sitio multiple de clonacion, un gen de
resistencia a ampicilina y un promotor de citomegalovirus (CMV) que permite su

expresion en células de mamifero (Addgene plasmid #13031).
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Ademas, se utilizd el plasmido pGEM®T-easy (Promega, nimero de catélogo:
A1360) para clonar inicialmente la secuencia de la pptox K1. pPGEM®T-easy es un
vector para la clonacion de productos de PCR con un nucledtido aislado de adenina
en los extremos 3' de los fragmentos amplificados, debido a que contiene extremos
compatibles de timina (Robles & Doers, 1994).

6.1.2 Secuencias del canal TOK1 y la preprotoxina K1

Para la construccion del plasmido con el gen que codifica para el canal TOK1, se
partid de la construccion pGEMA-TOK1 (amablemente donado por la Dra. Karen
Ketchum). La secuencia de TOK1 fue digerida con las enzimas de restriccion e
insertada en los sitios BamHI-Notl de pcDNA3-EGFP.

La secuencia de la pptox K1 se obtuvo de la levadura Killer ATCC 42300™ (MATa
ade?2 thrl ski2-1). Se realiz6 un cultivo en una relacion 10:1, levadura Killer y la
levadura sensible ATCC 38527™ (5x47: MATa/MATa his1/+ trpl/+ +/ura3),
respectivamente. Las levaduras se cultivaron por 24 h a 30°C con 130 rpm; se
emplearon diferentes medios de cultivo: medio inductor (Ml o JG: 0.75% extracto de
levadura, 0.5% peptona, 0.0005% FeClsz, 0.0005% MnSOs, 0.05% MgSO4, 0.4%
(NH4)2S04, 0.08% KCI, 0.03% CaCl,, 1 % glucosa, 5.2% glicerol) (Flegelova et al.,
2002) o medio YPD (1% extracto de levadura, 2% peptona, 5% glucosa) ajustado a

diferentes pH con &cido citrico 1M (pH: 4, 5, 6 y neutral~6.5).

Después del tiempo de cultivo, se someti6 a las células a cinco ciclos de
congelamiento (180°C) y calentamiento (55°C). Posteriormente, se llevo a cabo la
extraccion de RNA por el método de Trizol. Tras la obtencion del acido nucleico, se
obtuvo cDNA con el kit Promega M-MLYV transcriptasa inversay se realizo PCR para
obtener la secuencia de DNA de K1 (anexo 1). Finalmente, la secuencia fue clonada

en el plasmido pGEM®T-easy. Para ello, los oligos empleados fueron los siguientes:
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oligo F K1YESFw (5 gcgggatccgcgATGACGAAGCCAACCCAAGTATTAGTTAGS") y oligo
F K1YESRYv (gcatctagaCTAGTGGCCTGTGTCACAGCCTTCAAAG)

Tras obtener pGEM®T-easy-K1, se transformaron bacterias competentes XL1-Blue
(protocolo descrito en la pag. 37) y se obtuvo DNA plasmidico por el método de
purificacion con polietilenglicol (protocolo descrito en la pag. 39). Para comprobar la
presencia de pGEM®T-easy+K1 tras la purificacion y en diferentes colonias de
bacterias, se realiz6 PCR de colonias individuales con Platinum SuperFi™ DNA

polimerasa.

6.1.3 Clonacion del material genético en pcDNA3-EGFP

Para clonar el canal TOK1 y la pptox K1 en pcDNA3-EGFP, se utilizo el kit de
enzimas de restriccion Anza™ de ThermoFisher Scientific. Para el canal TOK1, se
llevé a cabo una digestion enzimatica en los sitios BamHI y Notl en el plasmido
pcDNA3-EGFP y pGEMA-TOKL1. De manera general, para la reaccion de digestion
enzimatica se preparé una mezcla de Buffer 1x, 1ug de DNA, 1 pyL de cada enzima
de restriccion y agua libre de nucleasa hasta obtener un volumen de 30 uL; esta
mezcla se incub6 a 37°C por 3 h. El corte fue verificado en un transiluminador tras
realizar electroforesis en gel de agarosa al 1% y las enzimas fueron inactivadas a

80°C por 20 minutos.

De igual forma, el anterior protocolo fue realizado para la digestion enzimatica de
pcDNA3-EGFP y pGEM®T-easy-K1, haciendo en este caso un corte enzimatico con

la endonucleasa que reconoce el sitio EcoRl.

Para la clonacién de TOK1 y K1, el plasmido pcDNA3-EGFP fue linearizado
haciendo cortes dirigidos en los sitios BamHI y Notl o en EcoRI para hacer la
clonacion correspondiente. Posterior a la digestion, pcDNA3-EGFP fue
desfosforilado con el protocolo FastAP™ (Thermo Fisher Scientific, 2020). Para

esto, se mezclé agua libre de nucleasa, buffer AP, DNA (pcDNA3-EGFP) y fosfatasa

36



alcalina FastAP™; después, se dejo incubando la mezcla por a 37°C por 10 minutos

y se inactivo la enzima a 75°C por 5 minutos.

Con la finalidad de separar los DNA cortados por las enzimas de restriccion, se
realizé una electroforesis en gel de agarosa al 0.6% y se tomé la parte del gel donde
estaban los DNA de interés (Ausubel et al., 2003b). Posteriormente se llevé a cabo
la purificaciéon de pcDNA3-EGFP, TOK1 y K1 en gel con el protocolo de Wizard®
(Promega Corporation, 2019), el cual se basa en columnas de silice. Este
procedimiento permitid eliminar componentes de la reaccion de digestion, asi como

restos de agarosa.

Finalmente, para obtener los DNA recombinantes pcDNA3-EGFP+TOK1 y pcDNAS3-
EGFP+K1, se realizo la ligacion del DNA vector (p)cDNA3-EGFP) con el DNA inserto
(TOK1 o K1), empleando el protocolo de Anza™ (Thermo Fisher Scientific, 2015).
Para esto, se prepar6é una mezcla con DNA vector, DNA inserto, T4 DNA Ligase
Master Mix Anza™ y agua libre de nucleasa. Esta mezcla se incubo a temperatura

ambiente por 15 minutos y se almacend a una temperatura de 0-4°C.

6.1.4 Transformacion celular

Previo a la transformacién, se generaron bacterias XL1-Blue y C2925H
competentes por el método de CacCls. El protocolo reportado por Inoue et al. (1990)
fue utilizado con modificaciones para la generacion de células competentes. Este
procedimiento consistio en: cultivar las bacterias en placas de LB a 37°C durante la
noche; después, se tomaron de 10 a 12 colonias y se cultivaron en un matraz con
250 mL de solucion estéril SOB (0.5% extracto de levadura, 2% triptona, 10mM
NaCl, 2.5mM KCI, 10mM MgClz y 10mM MgS0Oa4) a 19°C en agitacién vigorosa por
24 a 36 h, tras lo cual, se puso el matraz en hielo por 10 minutos; posteriormente,
se centrifugd el cultivo a 4000 rpm por 10 minutos a 4°C y se resuspendieron las
células en 80 mL de solucion estéril TB pH 6.7 (10 mM PIPES, 15 mM CaCl, y 55
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mM MnClz, ajustando pH con KOH o HCIl) y 1.4 mL de DMSO; enseguida se

realizaron alicuotas y se almacenaron a -70°C.

Una vez obtenidas las células competentes, estas fueron transformadas por choque
térmico. El protocolo usado fue el reportado por Ausubel et al., (2003a). Por cada
reaccién de ligacidn se realiz6 lo siguiente (Fig. 7): primeramente, se descongelaron
50 uL de células competentes, se les afiadié el DNA recombinante y esto se mezclo;
luego, la mezcla se dejo incubando por 10 minutos en hielo; después, la mezcla se
sometié a choque térmico a 42°C por 45 segundos para después dejar reposar las
células en hielo por 2 minutos; a continuacién, se afiadid medio LB a las células y
se mantuvieron a 37°C por 30 minutos; posteriormente, las células fueron
centrifugadas, se decant6 el medio y se resuspendieron las células; finalmente, se
plaquearon las células en cajas con medio LB y ampicilina (100 pg/mL), esto para
seleccionar las células que fueron transformadas de las que no. Las células se
incubaron entre 12y 16 h a 37°C.

6.1.5 Extraccion de DNA
Para extraer el DNA recombinante de las células previamente transformadas, se
siguio el protocolo de Zhou, et al (1997). En primer lugar, se inocularon 25 mL de
medio LB-ampicilina y se cultivd a 37°C por 16-18 h a 150 rpm; posteriormente, el
cultivo se centrifugd a 75000 rpm por 10 minutos a 4°C, se decantd, reconstituyo el
pellet en el medio LB restante y se agitd en vortex por 1 minuto; despueés, se
resuspendieron las bacterias en 2 mL de solucién GTE (Glucosa 50 mM, Tris pH 8.0
25 mM y EDTA 10mM) y se puso la mezcla en vortex por 15 segundos, la cual se

incubo por 5 minutos a temperatura ambiente.

Posteriormente, se incorporod a la mezcla 4 mL del buffer de lisis (SDS 10% y NaOH
2N) y se dej6 incubar 5 minutos en hielo; a lo anterior, se le afiadieron 3 mL de
solucion de acetato de potasio (preparado al combinar 60 mL de acetato de potasio

5 M, 11.5 mL de &cido acético y aforar con agua a 100 mL), se mezcld y dejo incubar
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por 5 minutos a temperatura ambiente; tras lo anterior, la solucién se centrifugo a

9000 rpm por 15 minutos a 4° C

El sobrenadante obtenido del paso anterior, se paso6 a otro tubo a través de un tamiz;
la solucién obtenida se mezclé con 5.4 mL isopropanol, se incubé por 10 minutos a
temperatura ambiente y se centrifugd a 9000 rpm por 15 minutos a 4° C. Tras la
precipitacion, se lavo la pastilla con 5 mL de etanol 75%, se dej6 reposar por 5
minutos y se centrifugd a 9000 rpm por 3 minutos a 4° C; se elimind el sobrenadante
y se resuspendié en 1 mL de TE 1x; después, se paso la soluciébn a un tubo
eppendorf, le fue afladido 2 pL de RNAsa (10mg/mL) y se dej6 incubar la mezcla en
un bafio maria a 37° C por 30 minutos; a lo anterior, se le agreg6 1 mL de PEG 13%
en NaCl 1.6 M, esto se dejo a temperatura ambiente por 15 minutos y se centrifugo
a 12000 rpm por 10 minutos; se elimino el sobrenadante y el tubo se enjuago con 1
mL de etanol 75%; finalmente, se elimind el sobrenadante y se disolvio el plasmido
en TE.

6.2 Cultivo celular

Se emplearon dos lineas celulares provenientes de la especie Homo Sapiens:
HEK293 (Human Embrionic Kidney) MCF-12F (Michigan Cancer Foundation clona
12F, ATCC® CRL-10783) y MCF-7 (Michigan Cancer Foundation clona 7, ATCC®
HTB22). Estas fueron amablemente proporcionadas por la Unidad de
Proteogendmica del Instituto de Neurobiologia de la UNAM campus Juriquilla. La
importancia del uso de MCF-12F y MCF-7 residi6 en la factibilidad de contrastar
resultados experimentales en células con un origen ontogenético comun, pero con
caracteristicas diferenciales: una derivada de cancer y la otra con un fenotipo sano,

respectivamente.

Las células HEK-293 son utilizadas cominmente como huésped para la expresion
heteréloga de proteinas, como canales de membrana, debido a que presentan una

alta eficiencia de transfeccion y traducen y procesan proteinas dando lugar a
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estructuras muy similares a las del organismo de origen. Esta linea celular se obtuvo
inicialmente en 1973 de un rifibn embrionario humano y se transformaron
posteriormente con DNA de Adenovirus tipo 5, el cual se incorpord al cromosoma
19. El tiempo aproximado de duplicacién de esta linea celular es de 30 horas. (Lin
et al., 2014, Ooi et al., 2016).

MCF-12F (ATCC® CRL-10783) es una sublinea celular de MCF-12, la cual fue
obtenida mediante una mamoplastia de reducciéon en una mujer nulipara de 63
afos. Posteriormente, MCF-12F fue producida después del cultivo de MCF-12 en
medio libre de suero con baja concentracion de Ca ++. MCF-12F se caracteriza por
ser una linea celular epitelial no tumorigénica, con un tiempo de duplicacion de 20
horas (ATCC, 2019a; Pauley, 1993).

Las células MCF-7 (ATCC® HTB22) son células epiteliales ductales obtenidas del
tejido mamario de una mujer de 69 aflos con adenocarcinoma metastasico, tras un
derrame pleural. La linea celular es positiva a receptores de estrogeno y
progesterona, perteneciendo al subtipo molecular luminal A. El tiempo aproximado
de duplicacion es de 29 horas (ATCC, 2019b; Comsa et al., 2015; Soule et al., 1973).

Los cultivos se mantuvieron en condiciones estandar: 5% de CO2 y una temperatura
de 37°C. Las células se cultivaron en medio artificial DMEM (medio Eagle
modificado de Dulbecco; numero de catalogo Gibco: 11995065) suplementado con
10% de suero fetal bovino, 100 U/mL de penicilina y 100 pg/mL de estreptomicina.
Para la produccion continua de células se emplearon cultivos confluentes, los cuales
fueron tratados con verseno (EDTA 0.6mM y solucion amortiguadora de fosfatos o
PBS 1x: NaCl 136.8 mM, KCI 2.5 mM, NazHPO4 0.8 mMy KH2PO4 1.4 mM) y tripsina
(digestion enzimatica) para ser disgregados mecanicamente y nuevamente

sembrados a la confluencia deseada (Saldafa et al., 2009).
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6.3 Expresion heterdloga

A fin de llevar a cabo la expresion de K1 y TOK1, se transfectaron células de
mamifero con los DNA recombinantes previamente obtenidos (pcDNA3-
EGFP+TOK1 y pcDNA3-EGFP+91). Para ello, se emple6 el método quimico de
cloruro de calcio CaCl,. Para iniciar la transfeccion, se colocaron vidrios de 1.1 cm?
en cajas de 12 pozos y se sembraron células sobre los vidrios a una confluencia de
50% en 0.1 mL de DMEM, manteniendo el cultivo por 12 h. Posteriormente, se
reemplazo el medio con DMEM complementado con SFB 5 %y libre de antibiéticos,
en el cual las células permanecieron 12 h mas; esto tuvo como obijetivo retener a
las células en fase GO del ciclo celular (previo a la fase S, donde se sintetiza el
DNA).

Después de lo anterior, en tubos de 1.5 mL se colocaron 1.0, 2.0 y 5.0 ug de DNA
(PcDNA3-EGFP, pcDNA3-EGFP+TOK1, pcDNA3-EGFP+K1) y se afiadieron 0.01
mL de CaClz 0.25 M. La solucion resultante se mezclo vigorosamente para inducir
la formacion de complejos moleculares DNA-Ca?* y se incubd por 10 minutos. A
cada mezcla se afadi6 0.01 mL de HEPES 2X, a continuacion, cada tubo se mezclo
e incubd por 10 minutos mas. Finalmente, se aforé a 0.1 mL con DMEM SFB 5% y
libre de antibidtico. Una vez obtenida la mezcla de transfeccion, esta fue colocada
lentamente en los vidrios con células (previamente, se retird el medio cultivo). Tras
lo anterior, las células se incubaron por 16-20 h; al finalizar el tiempo, el medio fue
retirado y reemplazado con DMEM(Chen, 2012; DBH, 2014). Las células se
observaron en el microscopio MVX10 Olympus a las 48 h post-transfeccion. Las
transfecciones exitosas se fijaron en una solucién de 4.0% de glutaraldehido diluido
en PBS 1X a temperatura ambiente por 15 minutos, para eliminar el fijador las

preparaciones fueron lavadas 3 veces con PBS 1X.

Para llevar a cabo la observacién de las preparaciones y contrastarlas con
estructuras celulares, se incubaron las células con DAPI (un indicador fluorescente

gue emite en la regién azul del espectro de luz, se une aregiones de adenina-timina
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en los surcos menores del DNA de doble cadena) (Kapuscinski, 1995), y faloidina
(un péptido biciclico proveniente de Amanita phalloides de alta afinidad para actina
tipo F, conjugado con el colorante fluorescente de color rojo-anaranjado,
tetrametilrodamina (TRIC)) (Garcia et al., 2015). Este procedimiento consistié en
permeabilizar a las células con 0.1% Triton X-100 en PBS 1X, seguido de 3 lavados
con PBS 1X. A continuacion, se coloc6 0.1 mL de la preparacion de sondas
fluorescentes (1.0 pL Phalloidine-TRIC 400X y 5.0 uL de DAPI 0.1 pg/mL DAPI
diluido en 94 pL PBS) por 15 minutos. Al término de la incubacion, la solucion fue
retirada y se lavo 3 veces con PBS 1X para eliminar el excedente. Para finalizar, se
colocaron 3 puL de DAPCO (un polivinil alcohol usado como medio de montaje), se
empalmo el vidrio en un portaobjetos (eliminando burbujas de aire y nivelando la
superficie), y se selld6 con barniz. Las preparaciones fueron guardadas en

refrigeracion hasta su uso.

La captura de imagenes se efectud con el programa Olympus Cell P, obteniendo
archivos en formato TIFF. El analisis de las imagenes se realizé en el programa
Image J version 1.53a (software de Ilibre acceso, disponible en:

https://imagej.nih.gov/ij/), en el cual se analizaron las regiones de interés (ROIs) del

campo visual de las células para obtener los datos cuantitativos de la intensidad de
la fluorescencia reportadas como Unidades de Fluorescencia Arbitraria (UFAS)
(Saldana et al., 2009).

Todos los datos obtenidos fueron procesados en los programas SPSS version 25y
OriginPro 2017.

6.4 Ensayos de halos inhibicién en placa
Este tipo de ensayo se basa en el método de Kirby-Bauer, con modificaciones de

acuerdo a las caracteristicas especificas de los microorganismos utilizados, en este

caso: levaduras (Bauer et al.,1959).
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Por su parte, las cepas de S. cerevisiae fueron conservadas en medio YPD sélido
(agar 2.0%) y guardadas a 4° C. Previo a los experimentos, las cepas 42300
(productora de toxina K1) y 5x47 (sensible) se cultivaron 24 y 48 h, respectivamente,
en medio YPD a 28° C en agitacion (120 rpm) (Mohamudha Parveen & Ayesha
Begum, 2010). Posteriormente, la cepa 42300 se transfirio a Ml para favorecer la
produccién de toxina y se mantuvo en cultivo por 24 horas mas (Flegelova et al.,
2002).

Respecto al cultivo de células sensibles, se tomaron alicuotas de 1 mL y se
depositaron en microtubos de ensayo previamente pesados y marcados con el
numero de la cepa. Estas alicuotas se centrifugaron a 14,000 rpm durante 5 minutos
para separar las células del sobrenadante y obtener un botdn de células, el cual se
peso6. Una vez obtenida la masa de las células, se agrego el volumen necesario de
medio YPD liquido para que por cada 50 pl hubiera 1 mg de células. De igual forma,
el procedimiento para la cepa Killer consistio en separar las células y el

sobrenadante después de las 24 horas en MI.

En placas de medio YPD sdlido con diferentes pH (4.0, 4.5, 4.7, 5.0, 6.0 y 7.0) se
sembraron 3 mg de células sensibles como fondo. Después, se colocaron circulos
de papel filtro uniformemente en las placas y, sobre estos, diferentes volumenes de
sobrenadante de células Killer; asi mismo, también se agregaron diferentes

volumenes de células 42300 directamente sobre el césped de células sensibles.

Para poder determinar el tamafio del halo de inhibicién, se tomaron diferentes
fotografias de las cajas de cultivo a las 0, 8, 16, 24 y 48 horas. Estas fueron

analizadas a través del programa Image J version 1.53a

6.5 Produccioén de toxina K1 en levaduras

La produccion de toxina se llevo a cabo en dos fases: la primera consistié en hacer

crecer las levaduras Killer, cepas 42300 hasta alcanzar la fase estacionaria en medio
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YPD liquido (1% extracto de levadura, 2% peptona y 2% dextrosa) con pH 4.5. A
posteriori, las células fueron colectadas y transferidas a MI. Para agilizar la
produccién de toxina, se utilizaron 20 mg células por mL de MI (Flegelova, 2002).
En estas condiciones, las células comenzaron la produccién de toxina a las 5 h
teniendo un pico maximo a las 14 h. Posterior a la induccion, el caldo de cultivo fue
centrifugado a 14,000 rpm por 10 min, produciendo dos fracciones: el boton celular
y el sobrenadante. El sobrenadante contiene la toxina, y para mantenerlo estéril fue
filtrado y almacenado en alicuotas a -20°C, mientras que, con el botén celular se
obtiene el peso humedo.

La cantidad de toxina fue determinada por el método colorimétrico de Lowry. Este
método emplea el reactivo de Folin (mezcla de tungstato de sodio, molibdato y
fosfato), junto con una solucion de sulfato de cobre. A la mezcla se agrego la
solucion con la toxina de tipo proteica, produciendo un color azul violaceo que se
puede cuantificar a 660 nm. Para llevar a cabo este procedimiento, se afadio Tris,
tampones de ion hibrido (Hepes) y EDTA. El método se fundamenta en la reaccion
de Biuret: en medio alcalino, los iones de Cu*?, se unen a la parte amino de los
enlaces peptidicos, provocando la exposicion de los grupos R de los aminoacidos
aromaticos. Posteriormente, el reactivo de Folin es reducido por los aminoacidos
aromaticos, pasando de fosfomolibdotungstato a heteropolimolibdeno (color azul
intenso) (Walker 2010).

6.6 Viabilidad celular

Para evaluar el efecto del Ml sobre la viabilidad de células de mamifero, se utilizé el
método de Alamar Blue, el cual detecta el ambiente redox de las células vivas. El
compuesto activo de este método es la resazurina (7-hidroxi-10-oxidofenoxazin-10-
io-3-ona), la cual es soluble en agua, estable en el medio de cultivo y es de color
azul. Cuando la resazurina se reduce, se obtiene resorufina, la cual es de color rosa
y es fluorescente. Es importante tener en cuenta que la cantidad de resorufina

presente es proporcional al nimero de células viables (Rampersad, 2012).
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En una caja de 96 pozos se sembraron, por pozo, 5000 células de la linea celular
MCF-7 y se dejaron en cultivo por 18 h. Después, se afiadieron diferentes
volimenes de medio inductor (Ml o JG) u otro tratamiento (Tx-100, capsaicina y
tapsigargina). Luego, se afiadi6 Alamar Blue al 10% y se dej6 incubar por 60
minutos. Posterior a este tiempo, se tomaron las medidas de fluorescencia en un

lector de placas multimodo multimodo.
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VII. Resultados y discusién

7.1 Clonacién de K1y TOK1

Como parte del proceso de clonacion de la toxina K1, primeramente, se realizaron
ensayos con células Killer por el método Kirby-Bauer. Para ello, se probé la
eficiencia de la toxina K1, producida por la levadura Killer 42300, a través de
ensayos de inhibicidén en placa bajo diferentes pH (Fig. 8 y 9).

Figura 7. Ensayos de inhibicién en placa. Las cajas de cultivo presentan un césped
de levadura sensible 5x47. De izquierda a derecha se colocaron 0.5, 1, 2, 4y 8 uL
de levaduras Killer o medio extracelular en papeles filtro; las primeras dos filas
presentan un cultivo en Ml y las ultimas dos filas un cultivo en medio YPD. A) Ensayo
en medio YPD con pH 4.5. B) Ensayo en medio YPD con pH 4.7. C) Ensayo en
medio YPD con pH 6.0.

Diversos estudios han mostrado la importancia que tiene el pH en la estabilidad de
las toxinas Killer. Algunas de ellas, tienen un rango de estabilidad amplio que va de
3.0 a 7.0; en el caso de las toxinas producidas por la especie S. cerevisiae, estas
muestran un rango de estabilidad menor que va de pH 4.0 a 5.0, pareciendo ser
mas estables entre pH 4.6 y 4.8 (Marquina et al., 2001; Melvydas et al., 2016; Palfree
& Bussey, 1979; Tan et al., 2018; Woods & Bevan, 1968). Como se muestra en las
cajas de cultivo de las figuras 8A'y 8B, a pH 4.5y 4.7 se observan halos de inhibicion

en comparacion con la caja de cultivo con un pH de 6.0. Estos resultados indican la
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importancia del pH en la estabilidad de K1 para que esta pueda llevar a cabo su
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Figura 8. Area de inhibicién producida por la levadura Killer K1 42300. El area de
inhibicién en placa fue obtenida de la porcion que incluye el boton celular y el
espacio con ausencia de crecimiento de levaduras. En cajas de cultivo que
contenian medio agar YPD con diferentes pH de 4.0 a 6.0, se sembraron céspedes
de levaduras sensibles 5x47; a estas se les afiadieron diferentes cantidades de
levaduras Killer 42300 que habian sido previamente cultivadas en medio YPD y Mi

o exclusivamente en medio YPD. Se examinaron a las 0, 8, 16, 24 y 48 h.

Otro factor importante a estudiar es el tiempo en que la toxina ejerce su efecto, si
bien su accidn es visible a partir de las 16 h, es hasta las 24 y 48 h donde se observa
un efecto superior, lo cual se refleja en un halo de inhibicion con mayor area (Fig.

9). Se ha reportado que los halos de inhibicién pueden crecer hasta las 72 h vy,
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posterior a este tiempo, el tamafio del halo se mantiene por semanas en los medios
de cultivo con pH acido, evitando asi que las células sensibles colonicen el area de

inhibicion (Ramirez-Villarreal, 2018).
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Figura 9. Cuantificacion proteica de la toxina K1 en la levadura Killer 42300.

Medicion de la cantidad de toxina K1 producida por la cepa 42300 en un lapso de

30 h, los cultivos de levadura se llevaron a cabo en diferentes pH.

Tras observar el efecto de K1 en relacion al tiempo, se busco conocer el pH vy el
tiempo Optimos en los cuales la levadura producia una mayor cantidad de toxina.
En este sentido, los datos obtenidos indican que la levadura genera una mayor
cantidad de toxina a las 16 h, lo que se relaciona con el momento en el que el halo

de inhibicibn empieza a ser claramente visible (Figs. 9y 10).
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Figura 10. Efecto del pH en el crecimiento de la levadura Killer K1 42300. Se
cultivaron cepas 42300 en medios YPD a diferentes pH, la curva de crecimiento se

construyé midiendo la densidad 6ptica a 600 nm durante 80 h.

En la figura 11 se muestra que la levadura Killer mantiene un crecimiento
exponencial que dura alrededor de 20 h, tras este tiempo, el cultivo se establece en
una fase estacionaria. En este caso, el pH del medio de la levadura no parece tener
mayor influencia en el crecimiento, pero se puede observar que el pH del medio
YPD (pH 6.5 £ 0.2) podria tener una mayor influencia en el crecimiento de la
levadura. En general, las células de S. cerevisiae Killer mostraron una fase log
prolongada y con una menor tasa de crecimiento en comparacion con otras curvas
de crecimiento de levaduras de S. cerevisiae (Alsuhaim et al., 2012; Mensah &
Ayorkor Tagoe, 2018)
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7.2 Expresion heterdloga

Los sistemas de expresion heterdloga son herramientas que permiten la expresion
de un material genético en una especie distinta a la célula de origen. El desarrollo
de un sistema heterdlogo se lleva a cabo mediante el empleo de un organismo
hospedero y un vector de expresion que poseen elementos genéticos necesarios
para la transcripcion y traduccién de la proteina de interés (Ferrer-Miralles et al.,
2015)

HEK 293 MCF-7 MCF-12F

Transfeccidon control

Transfeccion GFP + K1

Transfeccion GFP + TOK1

Figura 11. Células de mamifero transfectadas. Las lineas celulares de mamifero
HEK293, MCF-7 y MCF-12F fueron transfectadas por el método de cloruro de calcio
con pcDNA3-EGFP (control), pcDNA3-EGFP+K1 o pcDNA3-EGFP+TOK1. Las

imagenes fueron tomadas 48 horas post transfeccion.

Con el fin de generar un sistema que permita el estudio de la resistencia a la toxina
K1, propia de las levaduras de S. cerevisiae productoras de esta toxina, se planted
expresar de forma heterdloga K1 y TOK1. Para esto, el método de transfeccion de
cloruro de calcio permiti6 que las células endocitaran las construcciones

moleculares y posteriormente los resultados se observaron al microscopio (Fig. 12).
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Figura 12. Intensidad de fluorescencia de las transfecciones con pcDNA3-EGFP y
sus diferentes construcciones moleculares en células de mamifero. Para obtener la
intensidad de fluorescencia, se utiliz6 el programa Image J version 1.53r, las
imagenes se trabajaron con formato de 8 bits. La clasificacion sobre la intensidad
de fluorescencia se basé en lo reportado por Lin y colaboradores (intensidad de
fluorescencia de 30-100, intensidad baja; 100- 199, intensidad media; 200 a 255,

intensidad alta, siendo 255 el valor de intensidad maxima) (Lin et al., 2015).

En un estudio previo, se dio a conocer que era posible transfectar una parte del
canal TOK1 en lineas celulares de mamifero HEK 293 y CHO (Saldafia et al., 2002);
en el presente trabajo, demostramos que el canal TOK1 puede ser transfectado en

su totalidad en lineas celulares de mamifero.
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Por otro lado, si bien se habian llevado a cabo transfecciones de toxinas Killer de S.
cerevisiae en otro tipo de levaduras (Eiden-plach et al., 2004; Goto et al., 1991),

esta es la primera vez que se ha reportado que una toxina Killer es transfectada en

células de mamifero.

Figura 13. Contraste de indicadores fluorescentes (GFP, DAPI y Phalloidine-TRIC)
en la linea celular HEK293. Las células HEK293 transfectadas fueron puestas en
contacto con los indicadores fluorescentes DAPI y Phalloidine-TRC. a) Transfeccion
con pcDNA3-EGFP. b) Transfeccion con pcDNA3-EGFP+TOKL1. c) Transfeccion
con pcDNA3-EGFP+K1.

Figura 14. Contraste de indicadores fluorescentes (GFP, DAPI y Phalloidine-TRIC)
en la linea celular MCF-7. Las células MCF-7 transfectadas fueron puestas en
contacto con los indicadores fluorescentes DAPI y Phalloidine-TRC. a) Transfeccion
con pcDNA3-EGFP. b) Transfeccion con pcDNA3-EGFP+TOKL1. ¢) Transfeccion
con pcDNA3-EGFP+K1.
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Figura 15. Contraste de indicadores fluorescentes (GFP, DAPI y Phalloidine-TRIC)
en la linea celular MCF-12F. Las células MCF-12F transfectadas fueron puestas en
contacto con los indicadores fluorescentes DAPI y Phalloidine-TRC. a) Transfeccion
con pcDNA3-EGFP+TOKZ1. b) Transfeccion con pcDNA3-EGFP+K1.

En las figuras 14, 15 y 16 se muestran diferentes imagenes de las lineas celulares
de mamifero, las cuales tienen al centro una estructura azul (refleja la presencia de
DNA de doble cadena) y hacia la periferia un color verde/anaranjado (el anaranjado
representa. el espacio perimembranal). Esta gama de colores permite contrastar las
células con algunas de sus estructuras. De manera general y, complementando con
lo observado en las gréficas de la figura 13, las lineas celulares HEK 293 y MF12F
llegan a presentar mayor intensidad del color verde fluorescente en el area
perimembranal; mientras que, las células MCF-7 (células de cancer) tienden a verse
morfolégicamente diferentes y a expresar con menor intensidad la proteina GFP, en

general las estructuras no se perciben claramente como en las otras imagenes.

7.3 Ensayos de toxicidad en células de mamifero.

Las toxinas Killer han mostrado tener un efecto negativo en diferentes
microorganismos. En este sentido, la toxina K1 es bien conocida por su efecto letal
sobre diferentes levaduras y bacterias como Saccharomyces cerevisie, Candida
glabarata, Klebsiella pneumoniae, Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus
y Salmonella typhimurium (Fredericks et al., 2021; Palpacelli et al., 1991; Ramirez-
Villarreal, 2018). Por otra parte, las toxinas Killer no han mostrado tener un efecto

sobre organismos eucariotas pluricelulares, tal es el caso de la actividad nula de K1
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observada sobre la linea celular HelLa (células de adenocarcinoma cervical
humano) (Carboni et al., 2020; Fredericks et al., 2021).
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Figura 16. Dosis-respuesta del Ml en células MCF-7. Se reporta la viabilidad de las
células MCF-7, a través de las UFA’s, con relacion a diferentes volumenes de MI.
Las células fueron cargadas con AlamarBlue. Se muestra la media = el error

estandar.

Debido a lo anterior, podemos considerar que las células de mamifero son un
excelente modelo de expresién para el estudio del sistema Killer. Sobre este
modelo, una de las perspectivas es conocer si la toxina K1 tendria un efecto una
vez expresado el canal TOK1 y, a su vez, si la co-expresion de K1 y TOK1
generarian una resistencia a K1, la cual, en condiciones experimentales, es

obtenida en MI.
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Figura 17. Efecto de diferentes soluciones sobre la viabilidad de células MCF-7. Se
reporta la viabilidad de las células MCF-7, a través de las UFA’s, con relacion a
diferentes volimenes de Ml y de controles de muerte celular (Tg, Caps y Tx-100).
Las células fueron cargadas con AlamarBlue. Se muestra la media * el error

estandar.

A través del ensayo de Alamar Blue, en células MCF-7 que fueron puestas en
contacto con diferentes volimenes de MI, se observo que, a mayor volumen del
medio, menor era la viabilidad celular (Figs. 17 y 18). Estos resultados se atribuyen
a un probable estrés hiperosmoético. De manera general, las células se cultivan en
medio DMEM con una osmolaridad aproximada de 290 osm (Huttu et al., 2012); si
bien no se conoce la osmolaridad del medio al que fueron sometidas las células,
conocemos que el medio YPD (medio base del medio Ml) tiene alrededor de 250

mOsm (Gustin et al., 1998), aunado a esto se agrega glicerol y diferentes sales para
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obtener el medio MI, teniendo como consecuencia un aumento en la osmolaridad
del medio. De acuerdo a lo anterior, se conoce que un estrés hiperosmotico puede
influir directamente en las formas de la célula y afectar la viabilidad celular (Fujisawa
et al., 2012).

VIIl. Conclusiones

En este estudio, demostramos que es posible realizar la expresién heterdloga de
los componentes clave del sistema Killer de levaduras en células de mamifero para
la caracterizacion de la resistencia de este sistema. Futuras investigaciones podran
beneficiarse de las construcciones generadas y las células transfectadas al valorar

los efectos de viabilidad en cocultivo, entre ellas y con células cotransfectadas.
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X. Anexos

10.1 Secuencia de K1

ATGACGAAGCCAACCCAAGTATTAGTTAGATCCGTCAGTATATTATTTTTCATC
ACATTACTACACCTAGTCGTAGCGCTGAACGATGTGGCCGGTCCTGCAGAAA
CAGCACCAGTGTCATTACTACCTCGTGAAGCGCCGTGGTATGACAAGATCTG
GGAAGTAAAAGATTGGCTATTACAGCGTGCCACAGATGGCAATTGGGGCAAG
TCGATCACCTGGGGTTCATTCGTAGCGAGCGATGCAGGTGTAGTAATCTTTG
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GTATCAATGTGTGTAAGAACTGCGTGGGTGAGCGTAAGGATGATATCAGTAC
GGACTGCGGCAAGCAAACACTTGCTTTACTAGTCAGCATTTTTGTAGCAGTTA
CATCCGGCCATCATCTTATATGGGGTGGTAATAGGCCGGTGTCGCAGTCAGA
TCCTAATGGCGCTACCGTTGCTCGTCGTGACATTTCTACTGTCGCAGACGGG
GATATTCCACTGGACTTTAGTGCGTTGAACGACATATTAAATGAACATGGTATT
AGTATACTCCCAGCTAACGCATCACAATATGTCAAAAGATCAGACACAGCCGA
ACACACGACAAGTTTTGTAGTGACCAACAACTACACTTCTTTGCATACCGACC
TGATTCATCATGGTAATGGAACATATACCACGTTTACCACACCTCACATTCCAG
CAGTGGCCAAGCGTTATGTTTATCCTATGTGCGAGCATGGTATCAAGGCCTCA
TACTGTATGGCCCTTAATGATGCCATGGTGTCGGCTAATGGTAACCTGTATGG
ACTAGCAGAAAAGCTGTTTAGTGAGGATGAGGGACAATGGGAGACGAATTAC
TATAAATTGTATTGGAGTACTGGCCAGTGGATAATGTCGATGAAGTTTATTGA
GGAAAGTATTGATAACGCCAATAATGACTTTGAAGGCTGTGACACAGGCCACT
AG

10.2 Secuencia de TOK1

TTGATAGAATATAAATAATACAACTTCGTAATAATAATAATCGTTGGTATCATTT
GATGTGTGCTTTAGCAACAAGAGATGATATAATAAGCGAACAGTTTTTGTTTTT
TATTTTCCCTTACTGGAGCTCAGCCACATTAATGCGAGACGCAACGGGTGCAT
AATATTGAAAGCGCATTTACAGCAGAAAAATGCTTTCAGTATTTATTTTGAGAT
GCTGAATATAAATATTTAGAGAATACATCCGTAGTAGTCTACAGTAAGATATAA
ATCAATGCTTCGGGTGTTTGTATATCAAAGTGTCTTTCTATGCTCACCCAAAAA
TTTTCTTTTGCTTATAACTTTATAAAGCTCTTCGTCTTCTACTAGATTACCAACT
AATTCTTCTATGTTCTTGAAAAGCATCATAAAAGCAAAATGAGGTTCATTTAAC
GGGAACTTGAGGGGCGTATCAGGTGATATCCAAAATTCGGGTCCGCGTGTGT
ACTCCTCAATATCTGTAATGTTCCTCAAATGTAGTTTATGAATGTACGACCAGT
CGGAAAAACTAAGTGTGTAATCTTTATCCGCCAGACATATCCGATGTAGTTTTT
TGACGGCTTTAAGTAGCTCTTGCAAGTTCCTTAAATTACAGGTCCCCGAGTCC
TGTAGTGCATATTCAGCAGAAGAAACATATTCTAGAGGAAGTATTCCCTCTGG
GCTAGATGCTTTTGATAATGAAGAAAATGATTCTTGCAGGCTTGCAGGAGGGG
ATGTCACTCCAGAATCATTCTCTTCTGAATTATTATCGTTGAATTCAGAAATTTG
ACTGGATTGTGAGCTCGTTGTATTTTCTTCCAGATCACCATCAGCTGTGTCAG
ATTCTTCGAAAATTTCTCCAGTGTTCACCATAAAGGAAAGTGCTCTTTGACGCC
CATTAAAAACGATGGACTTGACTTTATTATTGAATGATTCACCGATCTTAATAT
CCAGAGAAGTGGAAATGTCAAACAACAGATCACCGACTGTAGATAGGATAGC
CCCCATTAATGGCACGGCTCCCAACGCCCAAATCACAAAAAAAGCACGGCCT
GCACCAGTCCTTGGAGCATAGTCTCCGTATCCAATGGTTAATAAGCACAAGAA
ACAAAAGTAAATACAATTGAAGTACGACCAATTTTCTGCGAATTTGAATACAAG
AGCTCCCAATAACCAAAAAGCCATGAAAATTGCAATAGTCACCGACAAAGAAA
ACCAATGCTGCTTCCTTGAGGCCGTTTGTCGGATACACTTCATTAAGTCGAAC
GCTTCCCTTTCAGATAAATTTTTACTACTATCCATATAATGTTTCCACGATTTGG
ACCTGCCTTTTTCAACTCTGTGGAAAAAGAAAATTGGGCCAGAGGACTTTTGA
ATGATGGATCTTGTCATAAACACTATTAAACCCATCAAGACAACACCAGATAG
CGAAAAGATTAAAACCATGATTTTGGCGCCAACCGACTTGGGCAGGATGTCA
CCTAGTCCCACGGTTAATAATGATACCGTGCAGAAATATAATGCATTTCCGTA
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AGTGATGTGCAATAAACCGCTAAACATACCCGCACCCCAAATCAACCATAAAG
ACAATAGTACAGTGTATGCCATGATACTTCTTTCATTGGGCAAAAGGTTGAAC
GTTGGAGGATATTTTCCTAATTTATATCCAATAAAATGTATTGTTAAAATAATGG
TGCATACCAAATATAGACCAGAACTGATACAGGCAAACCAAAATCCGATAGTC
TTACTGTAGATGCTGGGCATGTCATTCAAGGAGCATACAATCACGTCCACCAA
AAGCATCCCTCCAGCTATTGTCCATCCTGTTATATTTATTAACTGAGATTTAAG
ATACGTCAACTTCTTACTGAAATGTAGCATTAGTATAATATTTGACGTAAAACC
CAGTACCAAAGAGATGATATTAACGGCAAAAATACCAGGAGGATCAAAAACTG
TCTTTACTTGATTCATCAAAACATCGGTGTCATTGCTTCGTGGATTTGTCACCA
CGGAGTTGTTCTTTAAGGATCTCCATTTTTCAACTACACAGGCTATCGAGATA
GTGTTAGCTACGGGACCCAAGCAGGCAGTAATCACAGGGAAATAGCATGAAA
CCACAAACCAAAAGACGAACAGTGTTGAAGAAGGCTCTGCATTAATAATACTA
ACTCTTTCGTCCCGGAACCGCAATGCATCCTTTAGTTCCTCTGCAAGAACACC
CTTAGCTTGCTTCGGTGTGTTGTTTGAATGAGAATCAACAGCCTGAGCTGAGC
TCTCTTGCTCCACTGTCGCCATATTGCCATATCCCAGCGTTTGTTTGGCAAAG
CTGTTCATGAACCTTGTCATATATATAGAAATCGGTAAAATAAATACAAGAAAT
ATGCTTTGTTATACTGCTAGAAAGGAGTGAAGACATCTGCTCACGATCTACGA
GATGCGGCTATTTTTGATGGAAAAAGATACATAGGGTCAGGCATTTTTGCCAT
ATTGAATAACCAAGATGGTACTGAGTACTCAGGTAATGTATATTACATTGAGTA
CTTCACTTGTATACACAACCACTGCTTCGTATTGTATATCAAGTATCTAACTGT
TGATAAACTACAACTTTCTCTTCAACCATAATGATAGCGCCGCTTAAAACATGC
TAGGGTAACGAGACGCGAATGCGAAAAACTCCCAAAAAAACCAAAACAAACAA
AAGTGACAACAATTAGAACGATGCTGAAGAAGAATAGGAGCGAGTTTAGAGTT
ACCTCCAGCTATCCTGATACTACTGCTTAGGCTACCTTCGCAGAGTCTCGATA
AATTTGCAGTCGGCAAGATAAGAATATTTCTCTACAGCTTTTAGACAGCTTCCT
GTCCCTCTAGTTTCTTTTGCCATCCATAATTGTACTCTGCACTTTGAGTATCAT
TCCAATTTGATCTTTCTTCTACCGGTACTTAGGGATAGCAA
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