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RESUMEN

La Recombinacién Homdloga (RH) ademas de ser el mecanismo mediante el cual se logra
la variabilidad genética durante la replicaciéon del DNA, también es un mecanismo
altamente eficiente para la reparacion del mismo, sobre todo cuando se trata de dafios
tan severos como la Ruptura de Doble Cadena (DSB). En parasitos protozoarios, la RH
puede inducir rearreglos en el genoma que modifican la expresion de genes para regular
la variacidon antigénica, multirresistencia a drogas y virulencia. Recientemente, nuestro
grupo de trabajo detectd la posible maquinaria de RH en Entamoeba histolytica, el
protozoario causante de la amibiasis humana. En particular se identifico una posible
EhRAD54 que es indispensable para la formacion y estabilizacion del nucleofilamento asi
como para el intercambio de cadenas homologas en otros organismos. Mediante ensayo
de microarreglo, se demostrd que el gen Ehrad54 se sobreexpresa en respuesta al dafo

genotoxico, no asi el gen paralogo EhArad54b.

El analisis in silico de los promotores de los genes sobreexpresados en respuesta al dafo
al DNA, incluyendo al gen Ehrad54, permitid la identificacion de secuencias que pudieran
controlar su transcripcion, y que estan ausentes en el promotor del gen paralogo
Ehrad54b. El gen Ehrad54 codifica para una posible proteina ERRAD54 de 100 kDa (884
aminoacidos), la cual presenta una homologia del 58 al 61% con las proteinas homologas
de otros organismos y esta filogenéticamente relacionado con las mismas.
Estructuralmente, tiene la caracteristica forma bilobulada de esta familia de proteinas y
cuenta con el dominio de helicasa y los siete tipicos motivos de la superfamilia
SWI2/SNF2. El extremo 5° (581 pb) del gen Ehrad54 (2655 pb) se clond en el vector
pGEX6p1 para inducir la expresion del péptido recombinante EhRAD54-GST (47.5 kDa)
en bacterias Escherichia coli. Mediante la inoculacién en ratones de un péptido antigénico
sintético (PAS) correspondiente al extremo amino de EhRAD54 (15 aminoacido),
obtuvimos anticuerpos que reconocieron especificamente a EhRAD54-GST. Estos
anticuerpos se utilizaron para evaluar la expresion de la proteina EhRAD54 nativa en
trofozoitos sometidos al modelo de dafio al DNA inducido con luz UV-C (150 J/m2).
EhRAD54 se expresa de manera constitutiva en extractos nucleares y su expresion
aumenta a los 5 minutos después del dafio al DNA, lo que sugiere que pudiera participar
en reparacion del DNA mediante el proceso de RH en este parasito.



ABSTRACT

DNA double strand breaks (DSB), the most lethal DNA damage, is caused by UV rays,
ionizing radiations or genotoxic agents. It also occurs in collapsed forks restoration during
replication, mitosis and meiosis. DSB affects genome integrity and survival. Homologous
recombination (HR) is an accurate mechanism to repair DSB in both prokaryotic and
eukaryotic cells. It is also used to generate genetic diversity. In protozoan parasites, HR
generating antigenic variation and genomic rearrangements, is responsible for virulence
variation and drug resistance. We have recently reported the identification of the HR
machinery in Entamoeba histolytica, the protozoan parasite responsible for human
amoebiasis. Particularly, we identified a gene that codify for a putative EnRAD54 protein
that is involved in nucleofilament stabilization and DNA exchange in other organisms.
Moreover, microarrays assays showed that Ehrad54 is overexpressed in response to

genotoxic damage, but no the paralogous £hrad54b gene.

In silico analysis of promoters corresponding to genes overexpressed after DNA damage,
including the Ehrad54 gene, allowed the identificaction of sequences that could control
their transctiption, and that are not present in the promoter of the paralogous EArad54b
gene. The Ehrad54 gene codify for a putative 100 kDa EhRAD54 protein (884
aminoacids) which presents 58-61% homology with homologous proteins from other
organisms and is phylogenetically related to them. EhRAD54 has the typical bilobulated
structure of this RAD54 family and presents the helicase domain with the seven
characteristic motifs of the SWI2/SNF2 superfamily. The 5° end (581 bp) of Ehrad54
gene (2655 bp) was cloned into the pGEX6p1 vector to induce the expression of the
recombinant peptide EhRAD54-GST (47.5 kDa) in Escherichia coli. Through the
inoculation of mice with a synthetic peptide (PAS) corresponding to the amino end of
EhRAD54 (15 aminoacids), we obtained antibodies that specifically recognized EhRAD54-
GST. These antibodies were used to evaluate native EhnRAD54 expression in trophozoites
irradiated with 254 nm UV-C (150 J/m2). EnRAD54 is constitutively expressed in nuclear
extracts and its expression is increased at 5 minutes after DNA damage, suggesting that
EhRAD54 could be participating in DNA repair by HR in this parasite.



INTRODUCCION

RECOMBINACION HOMOLOGA Y VARIABILIDAD GENETICA

De manera independiente a que una célula tenga un solo cromosoma (como las
células procaridticas) o que tenga varios cromosomas (como las células de
organismos eucarioticos), el genoma completo debe ser replicado con precision
una vez en cada ciclo celular. Durante la replicacion pueden ocurrir eventos de
recombinacion, es decir, el intercambio de segmentos de ADN entre cromosomas
aumentando asi la diversidad genética. EI que el ADN pueda intercambiar
fragmentos es un principio importante en genética. Y, cuando el ADN intercambia
fragmentos y esos fragmentos son las mismas copias de informacién resultando
suficientemente similares, se llaman homdlogos. De forma que la recombinacion
homadloga (RH) es cuando cadenas de ADN parecidas se juntan e intercambian su
informacion. El “entrecruzamiento” cromosémico que ocurre cuando los
cromosomas homologos se unen lleva a que se intercambien trozos de
informacion genética, lo cual genera nuevas combinaciones de secuencias de ADN
en cada cromosoma. El beneficio de esta mezcla genética para la progenie de los
organismos es tan grande que la redistribucidn de genes mediante RH no esta
limitada a los organismos de reproduccion sexual, sino que también es extensa en
los organismos que se reproducen asexualmente, como las bacterias (Tsubouchi
et al., 2003).

RECOMBINACION HOMOLOGA Y REPARACION DE ADN

La RH ademas de ser el mecanismo mediante el cual se logra la variabilidad
genética durante la replicacion del ADN, también es un mecanismo
extremadamente eficiente para la reparacion del ADN dafiado. El proceso permite
a un organismo reparar el ADN dafiado en ambas cadenas de la doble hélice, y
puede corregir otros accidentes genéticos que se producen casi durante cada

ronda de replicacion del ADN (Paques et a/., 1999).
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El ADN celular esta constantemente expuesto a agentes medioambientales que le
causan dafio (los agentes fisicos tales como la radiacion y los agentes quimicos
del medio ambiente y los radicales libres, altamente reactivos producidos en el
metabolismo corporal). Se define dafo al ADN como cualquier cambio que
introduce una desviacidon de la estructura ortodoxa de la doble hélice. En esta

categoria se incluyen:

v La introduccidon de rompimientos de una cadena, es decir, rompimientos de

enlaces fosfodiester.

v La eliminacion de una base, lo cual deja a la base complementaria sin poder

formar puentes de hidrégeno.

v" La modificacién de las propiedades quimicas de las bases por medio de la

adicion covalente de grupos reactivos, por ejemplo.

v La conversion de una base en otra, lo que produce una regién donde ocurre

un mal apareamiento.

v' La introduccidn de enlaces covalentes entre bases de la misma banda del
ADN.

v Los dimeros de pirimidina resultan de la introduccion de enlaces covalentes
entre bases adyacentes de la misma banda del ADN, por radiacion ultravioleta
y representan las distorsiones estructurales mejor entendidas y

probablemente las mas comunes.

v La introduccion de entrecruzamientos (crosslinking en inglés) producidos por
la introduccion de enlaces covalentes entre bases de bandas opuestas del
ADN.

v La ruptura de la doble cadena de ADN, conocida por sus siglas en inglés como
DSB (Double Strand Break). Siendo esta la lesidn mas severa que puede sufrir
la doble hélice (Jiang et a/., 1996).

11



RUPTURAS DE DOBLE CADENA

Las rupturas de cadenas son consecuencia directa del depdsito de energia a nivel
de la molécula de ADN como a través de mecanismos indirectos de dafo,
mediados por especies reactivas del oxigeno (ROS por sus siglas un inglés) (Golub
et al, 1997). Sus causas mas frecuentes son la radiacién ionizante y los
compuestos quimicos aunque también pueden originarse cuando la maquinaria de
replicacion encuentra otro tipo de danos (como un corte de cadena simple) asi
como en procesos naturales de recombinacidn en los que aparecen como
intermediarios. Se reconoce también el dafo de origen espontaneo (para
distinguirlo del dafio de origen medioambiental), se estima que cada célula
humana pierde diariamente mas de 10000 bases por deterioro espontaneo del
ADN a temperatura corporal, ademas de que las células replican su material
genético con una cierta probabilidad de error, sin embargo, los cambios quimicos
en el ADN que ocurren espontaneamente son indistinguibles de los cambios
quimicos generados en él gracias a agentes medioambientales conocidos (Kim et
al.,, 2002).

La exposicidn a radiaciones ionizantes (RI) constituye un modelo caracteristico de
estrés genotodxico ya que, aun cuando todas las estructuras celulares pueden
resultar afectadas, la molécula de ADN se considera un blanco preferencial de su
accién. Su importancia radica en que con sélo una DSB se puede inducir con
eficiencia la muerte celular (en organismos superiores) y porque una mala
reparacion de estas lesiones puede causar mutaciones, deleciones, o
translocaciones. Estas Ultimas pueden generar cromosomas acéntricos o

dicéntricos, también muy peligrosos para la célula (Symington et a/,, 2002).

Para corregir las DSB, la célula ha desarrollado sistemas que las detectan,
sefializan y finalmente reparan la lesién. La recombinacién homologa es la ruta

principal de reparacién de DSB en organismos eucariontes unicelulares.
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MECANISMO MOLECULAR DE REPARACION DE DSB POR
RECOMBINACION HOMOLOGA

Estudios genéticos en Sacharomyces cerevisiae han revelado la existencia de la
maquinaria especializada en reparar las rupturas en la doble cadena via
recombinacion homologa. Los genes codificadores para este sistema se
encuentran altamente conservados en todos los organismos. La RH en levadura
implica la accion del denominado grupo de epistasis RAD52 integrado por poco
mas de 12 proteinas, el complejo MRX formado por MRE11, RAD50 y XRS2,
ademas de las proteinas RPA, RAD51, RAD52, RAD54, RAD55, RAD57, RAD59,

ligasas y helicasas especificas (Symington et a/., 2002).

Al producirse una ruptura en la doble cadena de ADN, el complejo MRX (MRN en
humano) se une al extremo 5’ de los fragmentos rotos, actuando en primera
instancia como sensor del dano. Se propone que el complejo MRX forma un anillo
alrededor de la cadena de ADN rota, para proporcionarle cierta cohesion (Llorente
y Symington, 2004). Las proteinas RAD50 y MRE11 muestran homologia con las
proteina SbcC y SbcD, de Escherichia coli, En el humano tanto MRE11 y RAD50
interactlan con una tercera proteina llamada NBS1 (p95 o sindrome Nijemegen
Breaks), esta subunidad parece ser funcionalmente homdloga a la proteina XRS2
de levadura. Esto sugiere que el complejo MRX de levadura es el homdlogo a
MRN de eucariontes superiores y a RECBCD de bacterias. La proteina RAD50, que
es miembro de la familia de proteinas encargadas de mantener la estructura de
los cromosomas o SMC (por las siglas en inglés, Structural Maintenance of
Chromosome) es una ATPasa dependiente de ADN. El homdlogo RAD50 de
humano se pliega sobre si mismo formando un tallo de 600 A y dos I8bulos que
constituyen la parte funcional para la hidrdlisis del ATP. Al ensamblarse en el
complejo, RAD50 externa el dominio hook que funciona como una gancho y
contiene un par de cisteinas, las cuales junto con un dtomo de zinc se enlazan
con otra RAD50 formando una estructura de dedos de zinc (Sung et al., 2000).
Por otra parte, la proteina MRE11 es una fosfodiesterasa; tiene dos motivos de

union a ADN y posee actividad endonucleasa y 3’ - 5’ exonucleasa /in vitro.
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MRE11 interactia con si misma y con RAD50 cerca del dominio de ATPasa
formando un heterotetramero estable. Es importante recalcar que si se pierde la
interaccidon entre los dedos de zinc, se desestabiliza el complejo y la interaccién
con MRE11 se pierde. Por otro lado, XRS2 o NBS1 interactua con el N-terminal de
MRE11 a través de su extremo C-terminal. Su funcidon aun no es muy clara,
parece estar implicada en mantener abierta la horquilla de ADN, ademas de tener
actividad endonucleasa dependiente de ATP (Zhu et a/., 2000).

Otra proteina crucial en las etapas iniciales de la recombinacion homdloga es RPA,
conocida también como proteina de replicacion A o SSB (Single Strand Binding
protein) que se une al extremo 3’ de la hebra sencilla de ADN, para protegerlo y
prevenir la formacion de estructuras secundarias. Esta proteina cede el extremo
recombinogénico a la recombinasa central de eucariontes y homdlogo de la RECA
bacteriana: RAD51. La proteina RAD51 entonces se encarga de formar el
nucleofilamento con la cadena sencilla de ADN y de promover la blsqueda de
homologia y la reaccidon de intercambio de cadenas con un ADN de doble cadena
no danado, dando origen al heteroduplex o estructura de Holliday, anteriormente
descrito. Como RECA, las RAD51 eucarionticas catalizan la formacién de
filamentos nucleoproteicos y promueven apareamientos homdlogos e intercambio
entre cadenas (Baumann y West, 1998). Estudios /n vitro de caracterizacion de la
actividad recombinasa de RAD51 han demostrado su capacidad de formar
estructuras recombinantes, en las que, el filamento de cadena sencilla se une a la
proteina RAD51 y se promueve la interaccion con sitios homdlogos presentes en
un ADN de doble cadena intacto generando un hibrido conocido como D-loop
(Petukhova et al., 2000).

A ciencia cierta, los mecanismos de busqueda de homologia e intercambio entre
cadenas de ADN homologas todavia resultan confusos; se cree que esto ocurre a
través de colisiones azarosas y que se requiere de un arreglo dinamico del
nucleofilamento. La teoria del arreglo dinamico estd basada en evidencias
experimentales obtenidas mediante ensayos de unién de RAD51 al ADN en
presencia de ATP y de ATPUS (un analogo de ATP no hidrolizable). En estos

estudios, se observd un nucleofilamento activo extendido de 90 - 130 A en
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presencia de ATP y uno comprimido e inactivo de menor longitud (65-85 A)

cuando se incuba con el analogo de ATP no hidrolizable (Ariza et a/., 2005).

Las restantes proteinas del grupo de epistasis RAD52 colaboran en las distintas
etapas del mecanismo de recombinacion homdloga. RAD52 interactiia con RPA y
facilita la asociacion de RAD51 a la hebra de ADN carente de estructura
secundaria contribuyendo asi a la formacion del nucleofilamento (Shinohara et al.,
1998). Las proteinas RAD51B y RAD51C son paralogos de RAD51 que existen
como heterodimeros y parecen actuar como cofactores que ayudan a RAD51 en el
reconocimiento de las secuencias con homologia entre las cadenas de ADN (Sung,
1997). Numerosos estudios bioquimicos sugieren que los paralogos de RAD51 no
tienen funciones redundantes, sino que juegan papeles distintivos en las
diferentes etapas de la reparaciéon por recombinacion homdloga (Liu et a/., 2007).
Por otro lado, RAD54 y su homdlogo RAD54B estan estructuralmente relacionados
con una familia de ADN helicasas (Clever et al, 1997) y su funcion precisa es
ayudar a la formacion de un ADN heterodiplex, que es el intermediario clave en
el proceso de recombinacion (Petukhova et al, 2000). En este proceso pueden
interactuar también con RAD51 y compensar su baja actividad ATPasa,
estimulando asi el intercambio entre las cadenas de ADN (Bhattacharyya et a/,
2004).

Comienza el intercambio de cadenas homdlogas que al encontrarse se conoce
como reaccion de D-loop. Es entonces cuando da inicio la sintesis de la nueva
cadena de ADN por una ADN polimerasa. La estructura es resuelta por enzimas
helicasas y ligasas especificas en una de dos formas, generando recombinantes
entrecruzados y recombinantes no entrecruzados. De esta manera la RH repara el
ADN sin pérdida de material usando la cromatide hermana como molde para la

sintesis de una nueva cadena de ADN intacta.

Un diagrama representativo de las diferentes etapas del proceso de reparacion

por recombinacion homdloga en levadura se muestra en la figura 1.
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PROTEINA RAD54

Hemos mencionado que las proteinas RAD54 tienen su principal funcion basada
en la interaccién con la proteina RAD51 fortaleciendo la unidn de esta ultima con
la hebra de ADN. Las propuestas de este mecanismo han sido ampliamente
discutidas por diferentes grupos de trabajo, Alexander V. Mazin y colaboradores
en el afo 2003 describieron tres etapas fundamentales para la Recombinacion
Homdloga en funcién a la participacion de diversas proteinas, una pre-sinaptica
en la que participa la proteina RPA y se da la unidn de la proteina RAD51 al ADN,
otra sinaptica en la que participa la proteina RAD54 como un componente del
nucleofilamento que adhiere a RAD51 y una post-sinaptica en la que diferentes
proteinas como RAD55 y RAD57 contribuyen a la bisqueda de la homologia, lo
anterior, les permitié reconocer que la proteina RAD54 participa en las tres etapas
como un complejo indispensable de unién y recombinacion (Mazin et al, 2003;
Komen et al., 2002).

Joana Wesoly y colaboradores comprobaron lo anterior en el afio 2006 mediante
ensayos de inmunoprecipitacion donde las proteinas RAD51 y RAD54 cooperaron
e interaccionaron, del mismo modo que el evento de RH se muestra casi
totalmente disminuido en células embrionarias troncales de ratones knockout
RAD54 (Wesoly et al.,, 2006).

También, analisis /n vivo e in vitro sugieren que la sinergia entre RAD51 y RAD54
esta dada gracias al dominio N-terminal de la segunda donde se presume se
encuentra su actividad de ATPasa. En esta misma linea, investigaciones extensas
han demostrado que, en varios organismos la proteina RAD54 y su paraloga
RAD54b permiten la remodelacion de la cromatina mediante la unidén de pares
homologos gracias a la integridad de su extremo N-terminal, especificamente de
nueve aminoacidos muy bien conservados entre humano, mosca y raton, ya que
mediante mutaciones de la proteina RAD54 de Drosophila melanogaster han
observado que dicha funcién es abolida por completo ademas de disminuir la
actividad de ATPasa y la formacion del D-loop indispensable para la remodelacion

del material genético ( Alexiadis et al., 2004).
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Por otra parte, la proteina RAD54 de levadura ya ha sido purificada y se ha
demostrado que posee una actividad dependiente de la hidrdlisis de ATP para
reparar ruptura de doble cadena del ADN mediante la unidon con RAD51,
venciendo los impedimentos cinéticos que limitarian el apareamiento de
homadlogos de ADN entre cromosomas recombinantes "in vivo” (Petukhova et al.,
1998). Otros autores aseguran que la interaccién entre ambas proteinas y con
ello el proceso de RH es dependiente de calcio, el cual funge como un cofactor
universal para el intercambio de fragmentos de ADN homdlogos (Golub et 4/,
1997; Mazin et al., 2004).

Del mismo modo, Kozo Tanaka y colaboradores en el ano 2000, describieron
mediante diferentes mutaciones en la proteina RAD54 de Sacharomyces
cerevisiae, utilizando altas radiaciones y sensibilidad a metil metasulfonato, que
esta proteina es esencial para la recombinacion homodloga exitosa, ya que la
proteina mutada no fue capaz de terminarla o siquiera inducirla; deduciendo que
forma parte de un complejo de recombinacion para la reparacion de ruptura de
doble cadena de ADN ( Tanaka et a/,, 2000; Schmuckli-Maurer et al., 2003).

Por otra parte se sabe que cromosomas asociados a las actividades celulares
complejas requieren acceso ADN. Por ejemplo, el ADN eucariota esta
jerarquicamente envasado en nucleosomas y de orden superior en la cromatina,
una estructura que interfiere con la replicacion, transcripcion, reparacion del ADN,
y recombinacién (Wu y Grunstein, 2000). Del mismo modo, los mecanismos de
transcripcion u otras proteinas que forman complejos de ADN pueden interferir
con la expresion de genes y con ello en el mantenimiento génico de procariontes
y eucariotes (Svejstrup, 2002; Van den Boom et a/, 2002). Para hacer frente a
estos eventos y para facilitar o regular la expresion génica y el mantenimiento del
genoma, células que poseen actividad de remodelar la cromatina pueden
modificar esta unidn al ADN siendo estos complejos de proteinas quienes utilizan
la hidrdlisis de ATP.

Probablemente el mejor ejemplo estudiado de esta actividad es el mecanismo de
remodelacidon de la cromatina ATP-dependiente en los eucariontes, que se lleva a

cabo por los grandes complejos multiprotéicos que cambian la posicion de
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histonas o nucleosomas (Korber y Horz, 2004; Kornberg y Lorch, 1999; Narlikar et
al., 2002). Mdltiples factores de remodelacion cumplen con estos mecanismos
siendo su composicion general muy variada, pero todas ellas contienen una
subunidad principal motora que pertenece al tipo SWI2/SNF2 de ATPasas (Horz y
Becker, 2002; Peterson, 2002). Por lo anterior, otra funcion atribuible a la
proteina RAD54 es la de remodelar la cromatina, su participacion en procesos
como la transcripcién, replicacion, reparacion y recombinacién, involucra cambios
dindmicos en su estructura que puede darse por la existencia de dos estrategias
clave mediante las cuales la cromatina es alterada: I) os componentes de la
cromatina son covalentemente modificados, por ende el ADN es metilado, asi
como los residuos CpG y las histonas son acetiladas, metiladas, fosforiladas,
ubiquitinizadas y ADP ribosiladas II) la estructura de la cromatina es
reconfigurada por factores remodelantes de la cromatina dependientes de ATP
con lo cual se disrumpe el contacto ADN — histona en la mobilidad del nucleosoma
(Alexiadis et al., 2004).

El estudio de este mecanismo en plantas como Arabidopsis no se ha quedado
atras y han identificado a la proteina RAD54 como clave angular de la respuesta
al dafio del ADN y de su futura reparacion (Shaked et a/., 2006).

Se ha mencionado que la proteina RAD54 tiene por si sola la capacidad de alterar
la arquitectura del ADN facilitando la union de la proteina RAD51 para formarse el
nucleofilamento, se cree que este cambio conformacional se debe a que RAD54
gjerce fuerzas microscépicas sobre la cadena de ADN ocasionandole
superenrrollamientos plectonémicos que facilitan el desplazamiento de histonas

y/o diversas proteinas contenidas en la cromatina (Ristic et a/., 2001).

Muchos otros autores se han enfocado al estudio del grupo de epistasis RAD52
partiendo de las DSB’s como desencadenante de multiples rearreglos que
condicionan en la célula translocaciones, inversiones o deleciones que culminan

en su mal funcionamiento, muerte celular o carcinogénesis.
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En lineas celulares de tumores humanos se han observado que mediante el uso
de radiaciones ionizantes se generan diversas mutaciones en los genes que
codifican proteinas RAD54, en consecuencia, el evento de RH es deficiente en
estas células y esto puede ser debido a la accion directa del agente causal. De
forma interesante mutantes RAD54 empleadas para los experimentos anteriores
también mostraron baja o nula interaccidon con la proteina RAD51, nula actividad
de ATPasa y formacion de D-loop. Basados en lo anterior se propone que las
alteraciones de la proteina RAD54 representan un elemento fenotipico

caracteristico de las células tumorales en el humano (Smirnova et al., 2004).

Investigaciones que propician ruptura de doble cadena empleando al dafo
genotdxico mediante irradiacién con luz ultravioleta en ratdn, observan la
formacién de un foci nuclear en donde co-localiza la proteina RAD51 con RAD54,
dando inicio a la reparacion de DSB en respuesta al estrés genotoxico (Tan et
al, 1999).

Mutaciones en lineas celulares de linfocitos B en pollo sugieren que la proteina
RAD54 actla de manera sinérgica con la proteina RAD18, ya que células con
ambas mutaciones son inviables a un 100% impidiéndose la sintesis de ADN vy la
Recombinacion homdloga posterior a un dafio celular inducido en este vertebrado
(Yamashita et al., 2002).

Las proteinas RAD54 pertenecen a la superfamilia SNF2/SWI2 que contiene un
dominio ATPasa altamente conservado evolutivamente en sus miembros, estan
implicadas en una variedad de procesos incluyendo la regulacion de la
transcripcion, la reparacion y recombinacion del ADN y la remodelacién de la

cromatina. (Miyagawa et al., 2002; Wesoly et a/., 2006).

Roland Kanaar y colaboradores en el afio 1996 ademas de observar dicha
conservacion establecieron la localizacion de la proteina RAD54 de humano en el
cromosoma 1p32 vy reportan su hallazgo en el nucleo, del mismo modo
observaron que lo niveles de RNAm aumentan durante la fase G1 del ciclo celular
y tiene relacion con el desarrollo de tejido germinal y linfoide (Kanaar et al,,
1996).
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Las enzimas Rad54 SWI2/SNF2 son helicasas, sin embargo en este tenor tienen
baja actividad, se les consideran como translocasas que participan en la
reparacion de ADN mediante recombinacion de doble filamento cuando se ha
danado con ruptura de doble cadena, ademas de iniciar el proceso de
degradacién de la cromatida que se ha tomado como plantilla y durante la
busqueda de homologia (Alexeev et al, 2003; Tan et al, 2003 y Komen et 4/,
2000). Esta controversia de actividad helicasa / translocasa se resulve con la
teoria que sugiere que ATPasas SWI2/SNF2 viajan a lo largo de ambos surcos
menores de la hélice, con ello, su actividad de helicasa queda disminuida o incluso

abolida.

Estructuralmente las proteinas RAD54 siendo ATPasas de dominios SWI2/SNF2
cuentan con siete motivos caracteristicos de la superfamilia SNF2 que les
permiten realizar la hidrolisis del ATP favoreciendo la interaccién del ADN con
diversos factores de transcripcion, destacando el motivo DEGH que las incluye en
la familia DEAD like helicasas. Son tipicamente alfa/beta bilobuladas y en cada
fraccidn contienen parte del dominio de helicasa, a saber, el primer I6bulo
contiene a los dominios I, Ia, II y III, el segundo I6bulo a los dominios IV, V y VI,
cada uno de los lébulos corresponde al extremo amino y carboxilo, sin embargo,
no se les ha observado propiamente actividad de helicasa, sino una actividad
analoga a esta que pudiese tratarse de una actividad de translocasa del ADN
(Thoma et al., 2005).

Las siete clasicas secuencias de motivos que estan implicadas en la hidrdlisis de
ATP y/o vinculantes de ADN helicasas se encuentran en las regiones del bucle de
dominios 1 (motivos I - CIMADEMGLGKTLQ, Ia - KPEIDKVIVVSPSSLVRNW, II -
VGLVICDEGHR, III - RRVLISGTPIQN) y 2 (motivos IV — DKVVLVSNYTQTLDL, V -
FMLSSKAGGCGLNLIG, VI - LVMFDPDWNPANDEQAMARVWR), ademas de que
enzimas SWI2/SNF2 y proteinas con funcidn de helicasa que contienen caja DExx

comparten la base del mecanismo de la hidrdlisis de ATP (Singleton et al., 2001).
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RECOMBINACION HOMOLOGA EN PARASITOS PROTOZOARIOS

Para poder sobrevevir en el huesped, los parasitos protozoarios deben de ser
capaces de modificar la expresion de sus genes, como en el caso de procesos
relacionados con la resistencia a drogas, virulencia o escape del sistema inmune .
Asi un obstaculo importante para el desarrollo de una vacuna contra las
infecciones causadas por parasitos protozoos tales como P. falciparum y
Trypanosoma es la extraordinaria capacidad de estos parasitos para cambiar
rapidamente sus moléculas de superficie, un fendmeno conocido como variacion
antigénica. Un factor determinante de la variacion antigénica en estos organismos
se asocia con reordenamientos de genes, especialmente los conocidos como var
en P. falciparum y variantes de su capa protectora de glicoproteina de superficie

(VSG) por sus siglas en inglés, en tripanosoma (Bhattacharyya et a/., 2004).

Se ha demostrado la expresién de una proteina RAD51, integrante del grupo de
epistasis implicada en la reparacion de ruptura del ADN y el intercambio genético,
en 7. bruce/ agente causal de la enfermedad del suefio, mediante la creacién de
parasitos knockout para el gen rad51. Se observd una alteracion en la
funcionalidad de VSG, indicando que RAD51 cataliza, o bien regula, la variacion

antigénica, sin embargo, no es la Unica proteina encargada del proceso.

En nuestro grupo de trabajo se inici6 el estudio del mecanismo de recombinacion
homologa en trofozoitos de Entamoeba histolytica utilizando como modelo la

reparacion de ruptura de doble cadena causada por irradiacion con luz UV.
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ANTECEDENTES

ENTAMOEBA HISTOLYTICA

Entamoeba histolytica es el parasito protozoario causante de la amibiasis humana.
Es uno de los eucariotes mas primitivos, pertenece a la familia Entamoibidae del
orden Amoebida, subfilo Sarcodina, superclase Rhizopoda de protozoos

formadores de seuddpodos, de la clase Lobosea.

E. histolytica existe en dos formas: trofozoito y quiste. El trofozoito es anaerobio
facultativo de 10-40 um de diametro, muy activo y pleomorfico. Su citoplasma
carece de algunos organelos que se encuentran en la mayoria de los eucariontes
como son: citoesqueleto estructurado, microtibulos citoplasmaticos, mitocondrias
y sistema de lisosomas primarios y secundarios. Se alimenta por fagocitosis y

digestion intracelular de nutrientes.

Los quistes son formas redondas o ligeramente ovaladas de 8 a 20 ym de
diametro, las cuales, en muestras sin tefir, se pueden ver como cuerpos hialinos
con pared refringente. Su citoplasma es incoloro permitiendo la visualizacion de
los llamados cuerpos cromatoides y nucledlos en niumero de uno a cuatro. Los
quistes son una forma de resistencia de E£. Aistolytica, ya que pueden sobrevivir
fuera del huésped por semanas o0 meses en un ambiente himedo. El proceso de
enquistamiento de la amiba se da cuando las condiciones ambientales le son
desfavorables a los trofozoitos. Aun hoy, dicho evento dista mucho de ser
entendido cabalmente, sin embargo, se ha podido confirmar un papel importante
de la quitina (polimero de N-acetilglucosamina unida por enlaces B (1-4), muy
comun en hongos, crustaceos e insectos pero ausente en humanos) en la
transformacion /in vitro del trofozoito de E. /nvadens a quiste. Esto pudo
comprobarse con inhibidores especificos de quitina los que disminuyeron

notablemente el nimero de quistes formados en cultivo (Espinosa et a/., 2000).
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Recientemente grupos de trabajo mexicanos obtuvieron a £. histolytica en su
estructura quistica /n vitro mediante su induccion con medio TYI-S-33 en
combinacién con enterobacterias FEscherichia coli y Enterococcus faecalis
acondicionando este medio con una alta tension de CO? y la histamina. Esta
forma quistica puso de manifiesto caracteristicas propias de tal estructura, como
por ejemplo la agregacion, la resistencia a 0,15% sarcosil durante 10 min, una
alta sefal de fluorescencia a la luz ultravioleta cuando se tinen con 10% de
calcofluor M2r y una rugosa topologia de superficie. Ademas, estas estructuras
son multinucleadas con la cromatina condensada adjunta a la membrana nuclear,
contienen grandes vacuolas y ribonucleoproteinas espirales en el citoplasma con

una delgada pared celular (Barrén-Gonzalez et al., 2008).

El ciclo de vida de Entamoeba histolytica se inicia mediante la infeccién con la
ingesta de quistes (los cuales son capaces de resistir el pH gastrico) provenientes
de agua o alimentos contaminados con materia fecal. En el intestino delgado
ocurre la llamada exquistacion, que consiste en la division del quiste
cuatrinucleado que da origen a ocho nucleos (estado metaquistico transitorio), la
division citoplasmica continla y emergen ocho trofozoitos. Los trofozoitos se
dirigen al intestino grueso para colonizarlo, ahi se alimentan de bacterias y restos
celulares. Finalmente, los trofozoitos pueden enquistarse y ser eliminados con las

heces, completando el ciclo (Figura 2).
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Figura 2. Ciclo de vida de Entamoeba Histolytica.
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AMIBIASIS

La amibiasis causada por Entamoeba histolytica es catalogada por la Organizacion
Mundial de la Salud como la tercer causa de muerte a nivel mundial causada por
parasitos. Esta Organizacidn define a la infeccion amibiana como la presencia de
Entamoeba histolytica en una persona, cause o no manifestaciones clinicas de

enfermedad.

La amibiasis esta ampliamente distribuida en el mundo, siendo la India, Sur y
Oeste de Africa, Lejano Oriente y Sur y Centro América, las areas con mayor
incidencia. Se calcula en 500 millones el niumero de personas infectadas, llegando
a ser letal en buen porcentaje de esta poblacidn. Esta es una enfermedad que se
relaciona con la pobreza, la ignorancia, malas condiciones sanitarias, de

hacinamiento y desnutricion (Espinosa et a/,, 2000).

Esta parasitosis es un problema de salud publica en los paises en desarrollo, como
México, donde las condiciones higiénicas y sanitarias son deficientes en una
buena parte de la poblacion. La frecuencia de portadores de quistes de E£.
histolytica varia alrededor de 25%; estos portadores representan una fuente de
contagio para las personas cercanas a ellos y ademas contaminan el ambiente
que les rodea. Con cerca de cinco millones de personas portadoras asintomaticas
de amibas, México se ubica como uno de los paises con mas alto indice de
parasitosis en el mundo, debido al clima, el mal saneamiento ambiental y el
contagio entre personas (Gutiérrez et al., 1992). Su incidencia en este pais es del
9% de los pacientes con diarrea, siendo (en la mayoria de los casos)
perfectamente controlables con la aplicacion de la quimioterapia adecuada; sin
embargo, este ultimo rubro debe ser tomado con cautela, ya que a ultimas fechas
nos encontramos con uno de los principales agentes etioldgicos que ha logrado

desarrollar un impecable sistema para la resistencia de farmacos.

De acuerdo a los sintomas presentados por los individuos infectados, la amibiasis
puede ser agrupada como: asintomatica, sintomatica sin evidencia de invasion
tisular y sintomatica con evidencia de invasion tisular. La amibiasis sintomatica es
primariamente una enfermedad intestinal y cuando llega a ser extraintestinal,

generalmente involucra al higado. Sin embargo, el papel de la respuesta inmune
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en el control de la enfermedad no estd bien establecido, menos aun el singular
comportamiento del parasito observado por décadas, que con frecuencia actia
como comensal y mas raramente como invasor. La amibiasis intestinal se asocia
con una amplia gama de alteraciones anatdmicas, que corresponden a
condiciones clinicas bien definidas conocidas como colitis amibiana ulcerativa,
megacolon téxico o disenteria amibiana fulminante, ameboma o granuloma

amibiano y apendicitis amibiana (Espinosa et al., 2000).

El absceso hepatico amibiano se debe a la presencia de grandes cantidades de
amibas en el higado, las que llegan ahi por el sistema porta a partir de
ulceraciones intestinales, donde aparentemente inducen una pobre respuesta
inmune celular. Se ignora si esto se puede generalizar para todos los casos en
humanos o simplemente si se debe a que una incipiente respuesta celular ha

escapado a su deteccidn en las series de biopsias examinadas.

Entonces, la patologia asociada a la infeccidn por trofozoitos de E. histolytica
puede ser muy variable, desde asintomatica hasta formadora de abscesos
hepaticos que pueden ser mortales. Esto se debe a factores del huésped, como lo
es el estado inmunoldgico, pero también a factores del mismo parasito. Los
trofozoitos de Entamoeba histolytica presentan un alto grado de variabilidad
fenotipica con diversos grados de virulencia que podria estar relacionada con una
variabiliad genética, esto probablemente debido a mecanismos de recombinacion.
Ademas, los parasitos requieren cierto grado de flexibilidad para adaptarse a los
cambios y agresiones de su medio ambiente (falta de nutrientes, presion selectiva
por farmacos o las defensas del huésped). Esta adaptacion requiere la activacion
de rutas moleculares especificas asi como de cambios en su material genético. Se
ha demostrado que los trofozoitos de Entamoeba Histolytica presentan procesos
de amplificacion del ADN que han sido asociados a eventos de recombinacion
(Badez Camargo, 1996). Sin embargo poco se sabe sobre los mecanismos
involucrados en la regulacién de la estabilidad gendmica y recombinacion

homologa en este parasito.
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RECOMBINACION HOMOLOGA EN ENTAMOEBA HISTOLYTICA

Recientemente en nuestro grupo de trabajo se identifico la maquinaria que
pudiera estar involucrada en el proceso de recombinacion homdloga en
Entamoeba histolytica. Se encontraron genes Ehmrel, Ehrad50y Ehnbsl que
podrian codificar para el complejo MRN, el cual funciona como sensor primario de
las DSBs en otros organismos (Longhese , 2006), ademas, £. histolytica contiene
genes que codifican para la recombinasa central EhRAD51 y una proteina
paraloga EhRAD51C. Asimismo, fueron predichos genes para las proteinas
EhRAD52, EhRAD54, EhRAD54B y EhRAD52/22 o0 EhRADS9. Tal y como ocurre en
la levadura, algunos genes que participan en la recombinacion homdloga en los
vertebrados, como son los paralogos de rad51: rad51b, rad51d, xrcc2'y xrcc3,
parecen estar ausentes en este parasito. De forma interesante, se observa que
este parasito cuenta al igual que la maquinaria propuesta para el humano, con
dos proteinas EnRAD54 y su paraloga EnRAD54b.

Para evaluar la expresion y participacién de estas proteinas en el proceso de
recombinacidn homdloga, se desarrolld un modelo de dafio al ADN basado en la
irradiacion con luz UV (150]/m2 — 8 segundos) de los trofozoitos de Entamoeba
histolytica. Mediante el uso de ensayos tipo cometa y la inmunodeteccion de la
Histona 2 AX fosforilable, se establecid la formacion de ruptura de doble cadena

en el ADN de las células irradiadas.

Posteriormente, ensayos de RT-PCR mostraron que los genes antes mencionados
presentan una expresion diferencial antes y después del tratamiento con luz UV,
lo que sugiere la participacion de las proteinas correspondientes en la reparacion
del ADN por recombinacién homologa en los trofozoitos que sobrevivieron (Lopez
— Casamichana et a/., 2008).

En este ensayo, se puede observar que la expresion del RNAm del gen Ehrad51,
es casi imperceptible en los trofozoitos no irradiados, lo que sugiere que este gen
no requiere de una expresion constitutiva, siendo necesario el estimulo con luz UV
para que este aumente su expresion posterior a los 30 minutos del dafio al ADN
manteniéndose esta sobreexpresidon hasta las 3 horas, posterior a 12 horas del

dafio genotoxico, los niveles del RNAm correspondientes a este gen disminuyen
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considerablemente. No asi nuestro blanco de estudio, el gen Ehrad54 que se
encuentra expresado de forma constitutiva pero disminuye su expresion pasados
30 minutos de irradiados los trofozoitos. Esta minima expresion se mantiene a las
3 y 12 horas posteriores del dafo genotdxico. En lo que respecta al gen paralogo
Ehrad54b, los niveles de RNAmM mostraron nula expresion en el ensayo de RT-PCR
ante el estimulo con luz UV, lo que sugiere que probablemente este se vea

modificado para responder ante otros estimulos.

Estos datos constituyen la primera evidencia del papel de EhRAD51 en el
mantenimiento de la integridad gendmica y de la presencia de un mecanismo de

rcombinacion homdloga en E. histolytica ( Ldpez-Casamichana et al/., 2008).

Estudios recientes elaborados por el Dr. Lépez Camarillo y colaboradores que
involucran el uso de Microarreglos, han permitido conocer la respuesta
transcripcional del genoma de Entamoeba histolytica posterior a la irradiacién de
trofozoitos con luz UV, observando la sobreexpresion de numerosos genes a los 5
minutos y 3 horas posteriores del dafo. En este estudio se observé que 524
genes disminuyen su expresion ante el estimulo con luz UV, de estos, 176 genes
disminuyen su expresion a los 5 minutos y 338 genes a las 3 horas posteriores
del dafo genotdxico, 10 genes mantienen la misma expresién en ambos tiempos.
Del mismo modo se observa que 398 genes aumentan su expresion ante tal
estimulo, hallando que de estos, 166 genes aumentan su expresion a los 5
minutos y 217 genes a las 3 horas posteriores del dano con luz UV, manteniendo

15 genes la misma expresién en ambos tiempos.

Y es precisamente en este rubro, que el ensayo de microarreglo distingue a la
helicasa EhRRAD54 como una proteina esencial para el proceso de recombinacion
homologa gracias a su sobreexpresion de 1.7 veces mas que el control no
irradiado a los 5 minutos posterior al dafo genotdxico con luz UV. Cabe
mencionar que el gen FEhrad54b, pardlogo de Ehrad54, no muestra en el
microarreglo expresion alguna, lo que es congruente con los resultados del

ensayo de RT-PCR antes mencionados (Lopez-Camarillo et a/,, enviado).
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Es posible que los genes inducidos o reprimidos a los 5 minutos y 3 horas
posteriores a la irradiacion con luz UV tengan en su promotor una o varias
secuencias reguladoras conservadas que controlen de la transcripcion en
respuesta a este estimulo. En particular, las secuencias que provocan un
aumento de la transcripcion a los 5 minutos, podrian estar presentes en el
promotor del gen EhArad54, pero ausentes en el promotor del gen Ehrad54b,

explicando la expresion diferencial de estos genes paralogos.

Hasta la fecha se conoce poco acerca de la regulacion de la transcripcién de
Entamoeba Histolytica. Se ha reportado la presencia de tres motivos importantes,
el primero corresponde a una caja TATA (TATTTAAAG/C), llamada asi por la
riqueza de adeninas y timinas en su secuencia, el segundo motivo corresponde a
una secuencia Iniciadora o Inr (AAAAATTCA) y el tercero a un cuadro o caja
GAAC (AA/TGAACT) que pueden de manera independiente marcar el inicio y
ritmo de la transcripcion. Recientemente, al analizar los promotores de genes que
regularmente muestran un aumento en su expresion como respuesta a choque
térmico, Hackney y colaboradores, identificaron en sélo 4.11% de 7638
secuencias promotoras de Entamoeba histolytica la presencia de los 3 motivos
antes mencionados. Del mismo modo, se ha reportado la presencia de diferentes
secuencias reguladoras rio arriba conocidas como URE 1 — 5 que corresponden a
secuencias de union para diferentes factores de transcripcion, por ejemplo, el
URE 3 (TATTCTATT) y URE 4 (AAAAATGAA) se han descrito como potenciadores
de la expresion del gen £/ y de la subunidad pesada del gen de lectina hg/5,
respectivamente. Otro elemento que ha sido identificado es en respuesta a
choque térmico, existiendo asi el llamado HSE (CNNGAAGAATTC) de las siglas en
inglés Heat Shock Element (Romero-Diaz et al, 2007; Hackney et al,, 2007).
Ademas, en este mismo estudio de identificaron otras secuencias reportadas en
genes con muy alta sobreexpresion llamadoas M44, M43, M42, M41, M40, M39,
M38, M37 (potenciador de genes de histonas), M36, M35, M33, M32, M31, M30,
M29 y M27, asi como secuencias reportadas en genes con baja o moderada
sobreexpresion como lo son M25, M24 (genes Ehssp o stresssensitive
protein), M23 (genes Ehssp), M21, M15, M13 y M9 (genes Ehssp) (Hackney et
al., 2007).
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JUSTIFICACION

Los trofozoitos de Entamoeba histolytica presentan gran variabilidad fenotipica
con diversos grados de virulencia y resistencia a drogas, probablemente asociados
a una variabilidad genética que pudiera deberse a la existencia de mecanismos de

recombinacion homodloga muy activos.

Recientemente se ha identificado a la maquinaria de reparacion del ADN por
recombinacion homologa en este parasito protozoario, y se ha caracterizado la
expresion de la Recombinasa EhRAD51 mediante el modelo de dafio al ADN por

irradiacion con luz UV.

La caracterizacion de la proteina EhRAD54 nos ayudara a dilucidar el mecanismo

de recombinacién homdloga en este parasito.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Caracterizar estructuralmente al promotor del gen Ehrad54 , asi como analizar la
expresion y localizacion celular de la proteina EhRad54 de Entamoeba histolytica

en respuesta al dafo al ADN.
OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.- Identificar la presencia de secuencias promotoras que pudieran ser

responsables de la sobreexpresion de genes en respuesta al dafio del ADN.

2.- Realizar un analisis bioinformatico de la secuencia de aminoacidos de
EhRAD54.

3.- Generar anticuerpos especificos contra EhRAD54 utilizando un péptido

sintético.

4.- Obtener la proteina recombinante para verificar la funcionalidad de los

anticuerpos obtenidos.

5.- Analizar la expresion y la localizacién celular de la proteina EhRAD54 en

respuesta al dafo del ADN.
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Para cumplir con los objetivos propuestos, seguimos la siguiente estrategia

experimental.

Genes sobre-expresados a los 5
minutos y 3 horas post luz UV
(Microarreglos)

Gen Ehrad54
l (http://pathema.tigr.org/)

BuUsqueda de Obtencion de secuencias
secuencias promotoras
reportadas (http://www.sanger.ac.uk/)

I l

Identificacion de secuencias
conservadas
(MEME)

Correlacion

Disefio de un péptido
antigénico sintético

correspondiente a la
proteina EnRAD54

l

Inoculacién
en ratén

l

Andlisis in
silico

Trofozoitos

I

PCR
fragmento del
aen Fhrandb4

I

—

Clonacién en
TA

Restriccion
enzimaticay
Secuenciacion

I

l

Modelo de dafio
al DNA por luz
uv

!

A

Subclonacion
de Ehrad54%*
en pGEX6p1l

Extractos
nucleares y
citoplasmicos

l

|

v

SDS PAGE y
Western Blot
(a- GST)

Induccién del
polipéptido
recombinante

EhRAD54™* en
Escherichia coli

|

Anticuerpos
anti — PAS
EhRAD54

Western
Blot
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METODOLOGIA

ANALISIS DE PROMOTORES

Se realizO una busqueda en el banco de datos de Entamoeba histolytica

(http://www.sanger.ac.uk/) para obtener las secuencias promotoras de los genes

que en el ensayo de microarreglos mostraron un aumento en su expresion a los 5
minutos, incluyendo al gen Ehrad54, y a las 3 horas posteriores al tratamiento
con luz UV, buscando ademas al promotor del gen EArad54b. Una vez obtenidas
las secuencias promotoras, se tomaron 500 nucledtidos rio arriba del codén de
inicio de la traduccidon ATG, ya que la mayoria de los estudios previamente
realizados en promotores de genes de amiba han mostrado que las secuencias
reguladoras se encuentran en una regidn de aproximadamente 400 nucledtidos

rio arriba del codon ATG.

Con la finalidad de identificar regiones que pudieran corresponder a secuencias
conservadas importantes, se realizé la determinacion de la frecuencia nucleotidica
y de la entropia de las regiones promotoras. Estos datos fueron obtenidos
mediante las  herramientas  bioinformaticas del programa  Bioedit

(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/BioEdit.html) y graficados utilizando el

programa Excel del paquete Office.

III

Posterior a esto, se realizd una busqueda “manual” de secuencias reguladoras
previamente reportadas en promotores de genes de Entamoeba histolytica
mediante las aplicaciones del programa Word del paquete Office. También se
realizd la busqueda de motivos conservados utilizando las herramientas del
programa MEME (http://meme.sdsc.edu/meme4/intro.html), siendo este una
opcion para descubrir secuencias patron que se repiten en un de secuencias. Este
programa identifica motivos de acuerdo a la conservacion de posicién asi como de
la probabilidad de que cada motivo se presente en cada posicion de la secuencia
o estructura, esto basado en las diferentes matrices que emplea. El trabajo del
programa MEME utiliza técnicas de modelado estadistico para elegir

automaticamente el mejor empate y el nimero de ocurrencias, del mismo modo,
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proporciona una descripcion de los motivos a través de la base de datos JASPAR
(http://jaspar.cgb.ki.se/).

ANALISIS /N SILICO DE LA SECUENCIA DE AMINOACIDOS DE EHRAD54

Utilizando la secuencia aminoacidica predicha para el gen Ehrad54 identificado en
el locus 85.t00018 del genoma de Entamoeba histolytica reportado en

http://www.tigr.org con actualizacion en el Pathema EHI 103840

(http://pathema.jcvi.org/cgi-bin/Entamoeba/PathemaHomePage.cgi), se realizd

una busqueda de secuencias homologas en los bancos de datos de diferentes
especies por medio del programa BLAST 2.0 (Basic Local Alignament Search
Tool), que se encuentra en el servidor en linea de ExPASy Proteomics Server

(Expert Protein Analysis System) (http://www.expasy.org).

Se realizé un alineamiento multiple de las secuencias de aminoacidos en formato
FASTA de las especies mas representativas de cada grupo: Mamiferos: H. sapiens,
Invertebrados: C elegans; Plantas: A. thaliana; Levaduras: S. cerevisiae;
Protozoarios: P. falciparum, y E. histolytica, Ave: G. gallus, Anfibio: X. /aevis, Pez:
D. rerio, Insecto: D. melanogaster, mediante el programa CLUSTALW
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html). Para predecir los dominios
estructurales y funcionales conservados en las diferentes proteinas se utilizaron

los programas InterProscan (www.ebi.ac.uk/InterProScan), Prosite

(http://www.expasy.org) y Pfam (http://www.sanger.ac.uk).

Para determinar la relacion filogenética entre EhRad54 y proteinas homdlogas de
diferentes especies, se utilizd el programa Molecular Evolutionary Genetics
Analysis. MEGA basado en los algoritmos Neighbor-Joining (N-J) y Bootstrap

Version 3.1 (http://www.megasoftware.net).

Para predecir la estructura terciaria de EhRAD54 se utilizd el programa Swiss-

Model (http://www.expasy.ch/swissmod/), que tomd como templado a la

estructura terciaria de una helicasa de la Superfamilia SNF-2 de la archaebacteria
Solfoglobus solfataricus con cédigo de acceso 1z6A en el Protein Data Bank

(PDB). Posteriormente mediante los programas PyMol
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(http://pymol.sourceforge.net/) y RasMol (http://www.umass.edu/

microbio/rasmol/getras.htm), el archivo PBD obtenido fue visualizado y modelado.

Para validar la estructura tridimensional predicha se utilizaron los graficos de
Ramachandran y el calculo de energia basados en el programa Deep-View Swiss

Model (http://www.expasy.ch/swissmod/), ademas del calculo estereoquimico del

programa Win Coot. La similitud entre la estructura predicha y el modelo utilizado
fue determinada mediante el valor de RMS. Posteriormente se realizd la
sobreposicion de la estructura terciaria de la proteina EhRAD54 con la de los
cristales de la ATPasa de la superfamilia SNF2 de Solfolobus solfataricus vy la
proteina RAD54 de Danio rerio, utilizando al programa CCP4 Program Suite 6.0 y

sus aplicaciones como Lsgkab (http://www.ccp4.ac.uk/main.html) asi como el

visualizador Pymol (http://pymol.sourceforge.net/).

Dado que el programa Swiss Prot no utilizd el extremo amino de EhRAD54 para
hacer la prediccion, la estructura terciaria de esta regidn donde se encuentra
localizada la secuencia de aminoacidos correspondiente al péptido sintético
antigénico (ver mas adelante), se obtuvo a través del programa bioinformatico

LOOPP (http://cbsuapps.tc.cornell.edu/loopp.aspx) que toma como templado

diferentes archivos PDB para realizar su mejor prediccion. El archivo PDB
propuesto por este programa fue visualizado y modelado por el programa

bioinformatico PyMol.

DISENO DE UN PEPTIDO ANTIGENICO SINTETICO.

Utilizando las herramientas bioinformaticas del sitio de la Universidad de Harvard

(http://mif.dfci.harvard.edu/tools/antigenic.pl) para la busqueda y prediccion de
determinantes antigénicas, se someti® a andlisis a la secuencia de 884
aminoacidos correspondiente a la proteina EhRAD54 de E. histolytica. De las
secuencias que resultaron antigénicas, se analizaron aquellas que fueran
divergentes entre las proteinas paralogas EhRAD54 y EhRAD54b. Las
determinantes antigénicas resultantes se analizaron nuevamente quedando solo

una determinante antigénica divergente.
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Se comprobd mediante un andlisis bioinformatico con el programa BLAST que
esta secuencia no era compartida con la proteina paraloga EhnRAD54b de amiba ni
con ninguna proteina predicha en el genoma de Entamoeba histolytica.
Finalmente, se verificd con un alineamiento multiple utilizando el programa
CLUSTALW, que esta secuencia de aminoacidos tampoco estuviese presente en la
proteina RAD54 de Mus musculus, ya que es este modelo animal el que elegimos

para obtener anticuerpos especificos contra EnRAD54.

El péptido asi determinado fue sintetizado por la compaiiia extranjera Genemed

Synthesis Inc. (www.genemedsyn.com) acoplada a un sistema de antigenicidad

multiple (MAP) de ocho ramas asimétrico.

INMUNIZACION DE RATONES PARA OBTENER ANTICUERPOS

El péptido sintético fue inoculado en los ratones Balb-C utilizando al adyuvante
TiterMax Gold (100 pg de peptido + 50 pl de adyuvante) para obtener
anticuerpos especificos anti-EhRAD54. Se utilizaron ratones machos y hembras
Balb/c de 8 semanas de nacidos, dejando uno sin inocular como control negativo.
Todos los animales se marcaron con perforaciones en las orejas, para poder

identificarlos.

El dia 0, se sangraron para obtener el suero preinmune. El sangrado se realiz6
mediante un corte parcial de la regidn distal de la cola utilizando una hoja de
bisturi nueva y estéril. La sangre obtenida se coloco en tubos eppendorf con la
ayuda de un bulbo, sin lisar la muestra. La sangre obtenida se incubd a 37°C
durante 1hr. El codgulo formado se retird con un palillo de madera para obtener
una mayor cantidad de suero. Se centrifugd a 1,500 rpm durante 5 minutos y se
separé el suero de los eritrocitos en tubos eppendorf nuevos. Los sueros fueron

almacenados a -20°C hasta su utilizacion.

Se realizaron tres inmunizaciones intraperitoneales los dias 0, 10 y 21. La dosis a
utilizar por animal fue de 100 pg de polipéptido en un volumen final de 65 pl, de
los cuales la tercer parte correspondié al adyuvante y el resto al péptido

antigénico. El dia 0, 10 y 21 se inocul6 el péptido antigénico sintético EhnRAD54
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con adyuvante TiterMax Gold, el dia 30 se sangraron nuevamente a los ratones

para obtener el suero.

Para comprobar la calidad del suero obtenido de los ratones, se realizd un ensayo
de Western blot con el péptido sintético EhRAD54 y el polipéptido recombinante
EhRAD54'*, Posteriormente, los sueros se utilizaron para determinar la
localizacion subcelular de la proteina EhRAD54 en los trofozoitos mediante

Western blot con extractos nucleares y citoplasmicos de Entamoeba histolytica.

AMPLIFICACION POR PCR DE UN FRAGMENTO DEL GEN EHrad54.

Un fragmento del extremo 5 "de 581 pb del gen Fhrad54 fue amplificado por PCR
a partir de ADN gendmico de trofozoitos de la cepa HMI:IMSS utilizando los
oligonucledtidos sentido y antisentido especificos: £ARAD54 IR sentido: 5°- CC
GGA TCC CCA TCT GTA AGA TTA GCA AA - 3" y el EhRAD54 1R antisentido: 5°-
CC AAG CTT TCT CAC ACT CTT CCT CAG TT -3, que tienen los sitios de

restriccidon para las enzimas BamHI y Xhol, respectivamente (subrayados).

Las reacciones de PCR se realizaron mezclando 100 ng de ADN gendmico, 300 ng
de cada oligonucleédtido, 2 ul de dNTPs Mix 100mM (Invitrogen), 5 ul de buffer
10X, 0.2 ul de la enzima Taq polimerasa High Fidelity (Invitrogen) a una
concentracion de 5 U/ul , 4 ul de MgCl, 50 mM y 27 ul de agua bidestilada. Se

colocd como control negativo una reaccidon sin ADN gendmico.

Los compuestos anteriores ya mezclados se introdujeron en un termociclador

programado de la siguiente manera:

- 1 ciclo de 5 min a 94°C
- 30 ciclos con el siguiente programa:
30 segundos a 94°C
30 segundos a la temperatura correspondiente a la Tm (44.5° C) de los
oligonucledtidos
45 segundos a 72°C

- 1 ciclo de 30 min a 72°C.

38



Para verificar que la amplificacion fuera exitosa se analizaron 5 pl de cada
muestra mediante electroforesis en un gel de agarosa al 2% en amortiguador TBE
1X (Tris-borato, Tris 90 mM, EDTA 2 mM pH 8 y acido bdrico 90 mM) que corrid a
100 V. Se utilizaron los marcadores de peso molecular Lambda-HindIII.
Finalmente el gel fue tefiido por 5 minutos con Bromuro de Etidio y el ADN se
observd en un transiluminador de luz UV. Para cuantificar el amplificado, todas
las muestras amplificadas se juntaron y se realizd una dilucién 1:10 para analizar
en un gel de agarosa al 2% 1, 3 y 5 ul de la dilucién, asi como 2 pul de
marcadores de peso molecular Lambda-HindIII cuantificado. Comparando la
intesidad de las bandas con las del marcador, se determind la concentracion del

fragmento de PCR.

CLONACION EN EL VECTOR pTZ57R/T

El fragmento del gen Ehrad54 amplificado por PCR fue clonado en el vector
pTZ57R/T del Kit InsTAclone PCR (Fermentas) disefiado para clonar en un solo
paso fragmentos de ADN amplificados por PCR que aunado a ADN polimerasas
con actividad de “Proof-reading” (actividad de exonucleasa 3°- 5°) permiten
adicionar en los extremos de los productos amplificados una extension de
adeninas (dA) que, en conjunto con una cadena sencilla terminal de timinas
terminales del vector (ddT) permiten que la ligacion se lleve a cabo de forma

efectiva.

Se realizd la clonacién del fragmento al vector InsTAclone incubando a 22°C por
toda la noche la siguiente mezcla de reaccion: 3 pl de Vector pTZ57R/T (0.18
pmol), 25 pl fragmento de PCR (0.54 pmol), 6 pl de buffer de ligacién 5X, 8 ul de
agua libre de nucleasas y 1 pl T4 ADN ligasa (5U).
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Posteriormente se transformaron bacterias Escherichia coli DH5 alfa competentes
y bacterias £. coli JM107 cada una con 2.5 y 5 pl de la mezcla de ligacidn. Se
plaguearon en cajas LB- ampicilina y se incubaron a 37°C toda la noche. Se
analizaron colonias positivas resistentes a ampicilina mediante Mini-preparacion
del ADN plasmidico. Una vez identificadas las clonas transformantes que
corresponden a la presencia del vector recombinante (pTZ57R/T - Ehrad54), se
expandio la construccion. Los protocolos detallados se describen mas adelante. El

mapa del vector pTZ57R/T se muestra en la figura 3.
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Figura 3. Mapa del Vector pTZ57R/T del Kit InsTAclone PCR de la compafiia Fermentas disefado

para clonar fragmentos de ADN amplificados por PCR.
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SUBCLONACION Y LIGACION DEL FRAGMENTO DEL GEN Ehrad54 EN
EL VECTOR pGEX6p1

Una vez clonado el fragmento del gen EArad54 en el vector pTZ57R/T y con la
intencién de expresar la proteina recombinante, fue necesario subclonar el gen
Ehrad54 en el vector de expresion pGEX6p1 disefiado para expresar un alto nivel
de proteina recombinante. Ademas este vector posee un versatil polilinker, una
secuencia que codifica Glutation S — transferasa (GST) que facilitan etiquetar a la
proteina y genes de resistencia a farmacos tales como la ampicilina, kanamicina y

cloranfenicol para la seleccion de células transformantes.

La ligacién se realizd bajo el siguiente esquema: 50 ng del vector pGEX6p1
linearizado, 150 ng del inserto EArad54, 7.5 ul de amortiguador 5 X ligasa, 1 ul de
ligasa T4 (1 U/ul Invitrogen) en un volumen final de 35 pl. La mezcla se incubd a
16° C toda la noche para obtener una ligacion efectiva. Se transformaron
bacterias Escherichia coli competentes con la mezcla de ligacion, se seleccionaron
candidatas positivas y se obtuvo su ADN plasmidico con el cual se realizaron
ensayos de restriccion enzimatica y secuenciacién automatica para corroborar la
identidad del fragmento clonado. El mapa del vector pGEX6pl se muestra en la

figura 4.
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Figura 4. Mapa del Vector pGEX6p1 de la compafiiia GE Health Care, disefiado para expresar un
alto nivel de proteina recombinante ademas de tener un versatil polilinker, una proteina de unién

Glutation S — transferasa (GST) y genes de resistencia farmacos.



PREPARACION DE BACTERIAS COMPETENTES

Bacterias competentes congeladas

Se utiliza la cepa de bacteria £ coli DH5a que permite la replicacion de
plasmidos y BL21 pLysS DE3 para la expresion de la proteina recombinante. Para
obtener células competentes a la transformacién, las bacterias se crecieron en
cajas Petri con medio LB (Luria-Bertoni)-agar (5g de medio LB, 3.75 g de agar
selecto en un volumen total de 250 ml de agua bidestilada) a 37° C toda la

noche.

Se recolectaron aproximadamente 10 colonias de bacterias de 2-3 mm de
diametro y se incubaron en un matraz Erlenmeyer con 100 ml de medio LB (20 g
de LB en 1 L de agua bidestilada) a 37° C en agitacién moderada (225 rpm) hasta
que el cultivo alcanz6 una densidad dptica de 0.4 — 0.5 a una longitud de onda de
600 nm. Se colectd el cultivo en tubos Falcon de 50 ml y se mantuvo en hielo 15
min. Se centrifugd a 1000 x g (3000 rpm en una centrifuga clinica) durante 15
min a 4° C y posteriormente se elimind el sobrenadante. Las pastillas se secaron

invirtiendo los tubos en papel absorbente.

Las pastillas secas se resuspendieron y se juntaron en una sola, mezclando
moderadamente en solucién RF1 (RbCl 100mM, MnCI2.4H20 50mM, CH3COOK 30
mM, CaCl2.2H20 10mM, Glicerol 15%, pH 5.8) cuyo volumen de acuerdo a
protocolo es 1/3 del volumen inicial (100 ml). Se incubaron las células en hielo

por 5 minutos. Se centrifugaron bajo las mismas condiciones y se seco la pastilla.

Se resuspendieron las células en solucion RF2 (Mops 10mM, RbCl 10mM
CaCl2.2H20 75mM, Glicerol al 15%, pH 6.8) utilizando 1/12.5 del volumen
original de 100 ml. Se incubaron las bacterias en hielo durante 15 min, se hicieron
alicuotas en tubos eppendorf de 0.5 ml las cuales fueron congeladas rapidamente

en nitrégeno liquido y guardadas a -70° C hasta su utilizacion.



Bacterias competentes frescas.

Al igual que para las bacterias congeladas, comenzamos a partir de una caja con
crecimiento de bacterias £. coli: tanto DH5a como BL21 pLysS DE3, se tomd una
asada de las mismas y se crecieron en un tubo de ensayo con tapa tipo rosca que
contenia 5 ml de medio LB. Se dejé en agitacién a 250 rpm a 37°C toda la noche
(12 — 14 horas). De este precultivo se tomaron 400 pl y se inocularon en un
matraz Erlenmeyer con 40 ml de medio LB. Se dejaron creciendo a 37°C a 250
rpm hasta alcanzar una densidad Optica ideal de 0.4 a 0.6, el tiempo aproximado
es de 2 horas con 30 minutos; la mediciéon de la densidad optica se realizd a 600
nm. Se colocd el cultivo en un tubo conico nuevo estéril y se centrifugd a 5000
rpm a 4°C por 10 minutos. Una vez obtenida la pastilla se vacid el sobrenadante
quitando el exceso del medio con punta estéril. La pastilla se resuspendié de
forma sutil con 600 pl de CaCl, a una concentracion de 50 mM estéril y frio (stock
de CaCl, 2 H,0 J. T. Baker PM 147.02). Se centrifugd a 5000 rpm a 4°C por 10
minutos, se desechd el sobrenadante y se quitd el exceso con punta estéril. Se
agregaron 2 ml de CaCl, a una concentracion de 50 mM estéril y frio
resuspendiendo delicadamente la pastilla hasta disolver. Las células tienen una

vida Util de una semana y deben refrigerarse a 4°C.

TRANSFORMACION DE BACTERIAS COMPETENTES POR CHOQUE
TERMICO

A 200 pl de bacterias competentes frescas o 70 ul de células congeladas (DH5a o
BL21 pLysS DE3) se agregaron 5 pl de la mezcla de ligacion o de la construccién
vector — inserto lograda. La mezcla se incubd en hielo 30 min, después a 42° C
durante 90 segundos y nuevamente en hielo por 5 minutos, posteriormente se
adicionaron 200 pl de medio LB en condiciones de esterilidad. La transformacion
fue incubada con agitacion a 250 rpm durante 45 minutos a 37° C para después
espatular la mezcla con asa de vidrio en condiciones de esterilidad en cajas LB
agar con 50 mg/ml de ampicilina. Una vez espatuladas las bacterias se incubaron

las cajas a 37° C toda la noche. Al siguiente dia, se tomaron varias colonias al
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azar, de las cuales se extrajo el ADN plasmidico para verificar la presencia del
inserto por PCR y posteriormente secuenciarlo para corroborar la identidad del

inserto en el vector.

MINIPREPARACION DE ADN PLASMIDICO

Para verificar la clonacién y subclonacion se seleccionaron diez colonias de las
bacterias DH5a transformadas con la construccion pTZ57R/T - Ehrad54 vy diez
colonias de las bacterias BL21 plLYsS DE3 transformadas con la construccion
pGEX6pl- Ehrad54, con las que se inocularon tubos de ensayo con 5 ml de
medio LB con ampicilina (50 mg/ml) que se incubaron toda la noche a 37°C a 250
rpm. Se hicieron alicuotas en tubos eppendorf de 1.5ml y se centrifugaron 1 min
a 14,000 rpm, desechando el sobrenadante. Se agregd a cada tubo 100 pl de
solucion I (50mM Glucosa, 25mM Tris-Cl pH 8.0, 10mM EDTA pH 8.0) y se agitd

vigorosamente en vortex.

Se agregaron 200 pl de solucidon II a cada tubo (0.2 N NaOH, 1% SDS), se
agitaron invirtiéndolos cinco veces rapidamente y se incubaron en hielo durante 5
minutos. Posteriormente se agregaron 150 pl de soluciéon III fria (60 ml de
CHO3COOk 5M, 11.5 ml de CH3COOH y 28.5 ml de H20, la solucion resultante
sera de 3M con respecto al potasio y 5M con respecto al acetato). Los tubos
fueron agitados de forma invertida en vortex durante 10 segundos. Se incubaron
nuevamente en hielo durante 5 minutos para después centrifugarlos a 14,000 rpm
durante 5 minutos. Se recuperé el sobrenadante con mucho cuidado, a éste se le
agregé 300 pl de etanol al 100%, se mezcld con vortex y se incubaré a

temperatura ambiente durante 3 minutos para precipitar el ADN.

Se centrifugd nuevamente a 14,000 rpm durante 5 minutos para obtener la
pastilla, se retird el sobrenadante y se invirtid cada tubo sobre papel absorbente.
La pastilla se lavd con 300 pl de etanol al 70%, se centrifugaré a 14,000 rpm
durante 5 min, se retird el sobrenadante y se invirtid nuevamente el tubo. Este
paso de lavados con etanol al 70% se repitid 2 veces. La pastilla se dejard secar
aproximadamente 1 hr a temperatura ambiente. Se agregaron 30 ul de agua
bidestilada y 1 pl de RNAasa 40 U/ul. Se incubd a 37°C durante 30 min.
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El ADN plasmidico obtenido, se analizd por restriccion enzimatica utilizando las
enzimas BamHI'y Xhol (Invitrogen) y electroforesis en gel de agarosa al 1% en
amortiguador TAE 1X. El gel se tifid en una soluciéon de Bromuro de etidio y se
observd en el transiluminador de luz UV. Se tomd una clona positiva al azar para

secuenciarla y comprobar asi la identidad del inserto clonado.

PURIFICACION DEL ADN PLASMIDICO

Para la purificacion del ADN plasmidico, se utilizaron las columnas y el protocolo
de Qiaprep Miniprep Handbook (Qiagen), con el que se obtienen 20 pg de
plasmido de un cultivo de 5 ml de bacterias Escherichia coli DH5 alfa
transformadas con el plasmido pTZ57R/T-Ehrad54 y BL21 plysS DE3

transformadas con las construccién pGEX6p1-E£hrad54.

El cultivo fue centrifugado a 14000 rpm durante 15 minutos a 4°C, una vez
obtenida la pastilla, esta fue resuspendida en 250 pl de Buffer de lisis P1 (50 mM
Tris-Cl pH 8.0, 10 mM EDTA, 100 pg/ml RNasa A) y transferida a un tubo
eppendorf de 1.5 ml, posteriormente se adicionaron 250 ul de Buffer P2 ( 200 mM
NaOH, 1% SDS), se mezcla el tubo invirtiéndolo 6 veces para posteriormente
incubarlo a temperatura ambiente por 5 minutos. Se adicionaron 350 pl de Buffer
N3* y nuevamente se mezcld invirtiendo suavemente el tubo en 6 ocasiones, se

centrifugd 10 minutos a 13000 rpm.

RESTRICCION ENZIMATICA Y PURIFICACION DE ADN

Para verificar la insercion del fragmento de PCR en el vector pTZ57R/T, se realizd
una digestién enzimatica del plasmido recombinante pTZ57R/T -Ehrad54 para
liberar el inserto, utilizando 1 ul de las enzimas BamHI (10 U/ul) (Invitrogen) y 2
ul de XAol (10 U/ul) (Invitrogen), 2 pl de Buffer BamHI (Invitrogen) y 1 ug del
plasmido pTZ57R/T - Ehrad54. Se incubd toda la noche a 37°C. También, se
realizd una digestion enzimatica de 1 ng del plasmido de expresion pGEX6p1 (GE-

Health Care), en las mismas condiciones para linearizarlo. Una vez que el
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fragmento del gen EArad54 fue subclonado en el vector pGEX6pl se realizaron

ensayos de restriccién similares para corroborar la presencia del inserto.

Las reacciones de restriccion se analizaron por electroforesis en un gel de agarosa
TBE al 1%. Los fragmentos de ADN (inserto y pGEX6p1) se purificaron del gel de
agarosa-TAE 1X por absorcidén a perlas de vidrio utilizando el kit Gene Clean II
(BIO 101). Las bandas correspondiente al ADN a purificar se cortaron del gel, se
pesaron y se mezclaron con 3 volumenes de Nal 4.5 M a un pH de 6. Para
disolver la mezcla agarosa-ADN-Nal, los tubos se incubaron por 10 min a 55°C,
enseguida se les agregd 5 pl de perlas de vidrio y se incubaron toda la noche a
4°C. Posteriormente la muestra se centrifugd a 13,000 rpm en una centrifuga
Eppendorf por 30 segundos y la pastilla se lavd 3 veces con 500 pl de solucidn de
lavado New Wash preparado a partir de 14 ml de New Wash concentrado
(solucién de NaCl, Tris y EDTA) y 280 ml de agua destilada. Se dejo secar la
pastilla en un bano seco a 42°C. Para eluir finalmente el ADN de las perlas, se
resuspendieron en 10 pl de agua estéril y se incubaron por 10 min en bafio Maria
a 559C. Las perlas se centrifugaron a 14,000 rpm por 1 min y se recuperd el
sobrenadante que contiene el ADN. El ultimo paso de la purificacion se repitié por

segunda vez para recuperar una mayor cantidad de ADN.

ELECTROFORESIS DE ADN EN GEL DE AGAROSA

El producto obtenido de la amplificacion del fragmento interno de 581 pb del gen
Ehrad54 asi como las distintas muestras de ADN obtenidas fueron analizadas
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%, mismo que se realiz utilizando
1 g de agarosa (SeaKem), por cada 100 ml de solucidon TAE 1X (Tris-acetato 0.04
M (ROI) y EDTA 0.001M (J.T. Baker). La mezcla se fundié a 60°C hasta que la
agarosa se incorpord perfectamente a la solucidn. Posteriormente esta solucion se
vacié en un molde para geles, al cual se le puso el peine adecuado. Una vez
solidificado el gel, éste se colocd en la camara de electroforesis hasta cubrirlo con
la solucidn amortiguadora de corrida TAE 1X. Las muestras se cargaron en una
gota de buffer de carga (5ul), el cual se prepard con Formamida al 98% (SIGMA),
EDTA 0.5 M (J.T. BAKER), azul de bromofenol al 0.025% (USB) y xilen cyanol al
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0.025% (SIGMA). La electroforesis se realizé a 100 V hasta que los dos colorantes
del Buffer de carga se separaron dividiendo el gel en tres partes. Para poder
observar el ADN, se sumergio el gel completo en una solucion de Bromuro de

Etidio al 0.01% visible con luz UV a 310 nm y se registr6 en el Fotodocumentador.

MAXI-PREPARACION DE ADN PLASMIDICO

Para la realizacién de este proceso se utilizd el Kit MAXI de Qiagen. A partir del
precultivo de 5 ml de medio LB con bacterias DH5a transformadas con la
construccion pTZ57R/T-Ehrad54 y BL21 plysS DE3 transformadas con la
construccion pGEX6p1-Fhrad54 se tomaron 500 pl para inocular 500 ml de medio
LB con 500 pl de ampicilina (50 mg/ml). Este cultivo se dejo creciendo en

agitacién toda la noche a 250 rpm a 37°C.

Los 500 ml de cultivo se empastillaron en un tubo conico estéril centrifugandolo a
6000 rpm por 15 minutos a 4°C. Una vez formada la pastilla se decantd el medio
y se resuspendio en 10 ml de Buffer P1 refrigerado a 4°C. Una vez disuelta la
pastilla se agregaron 10 ml de Buffer P2 (solucién de proteasas alcalinas) y se
mezclé el tubo invirtiéndolo 6 veces para posteriormente incubarlo a temperatura
ambiente por 5 minutos, al ser la lisis efectiva la mezcla de reaccién tomd una
coloracion azul. Se adicionaron 10 ml de Buffer P3 (neutralizante) mezclando
inmediatamente por inversion el tubo 6 veces para posteriormente incubarlo en
hielo por 20 minutos. Se centrifugd a 5500 rpm por 30 minutos a 4°C. Se
remuevid el sobrenadante que contiene el ADN plasmidico que nuevamente se
centrifugd a 5500 rpm a 4°C por 15 minutos. Finalmente se removié el

sobrenadante que contiene el ADN plasmidico.

Se equilibrd la columna de filtracion y a esta se le agregaron 10 ml de Buffer QBT
dejando que este bajara por gravedad. Terminado el proceso se agregd a la
columna el sobrenadante que contiene del ADN plasmidico, dejandolo caer por
gravedad. En un tubo cdnico limpio se realizaron dos lavados de 30 ml a la
columna con Buffer QC. Se cambié el tubo cdnico a uno nuevo estéril donde se

eluyd el ADN agregando a la columna 15 ml de Buffer QF.
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Se retird la columna de filtracidn y se le agregd al eluido 15 ml de Isopropanol a
temperatura ambiente para precipitar el ADN. Se mezcld y centrifugd
inmediatamente a 5500 rpm por 1 hora y media a 4°C. Se decanto el
sobrenadante quitando el exceso con punta estéril. Se localizd y marcd el pellet
dejandolo secar. Finalmente se adicionaron 500 pl de agua estéril en los que se
resuspende el pellet. EI ADN plasmidico expandido fue almacenado a menos
20°C.

INDUCCION DE LA EXPRESION DEL POLIPEPTIDO RECOMBINANTE.

Las células BL21 (DE3) plysS competentes fueron transformadas con la
construccion pGEX6pl-£hrad54 siguiendo el procedimiento ya comentado. Al
siguiente dia se picaron las colonias obtenidas de la transformacién vy se
sembraron en 5 ml de medio 2TY realizado con 16 g de triptona (DIFCO), 10 g
de extracto de levadura (BIOXON) y 5 g de NaCl (J.T. BAKER) en 1 litro de agua,
con 50 pug/ml de ampicilina (SIGMA) y 50 ug/ml de cloranfenicol (SIGMA). Las
células fueron crecidas toda la noche en agitacion a 37°C. Posteriormente 5 ml de
este medio de cultivo se pasaron a matraces que contenian 245 ml de medio 2TY
y 50 ug/ml de ampicilina y 50 ug/ml de cloranfenicol. Las bacterias fueron
incubadas a 37°C por aproximadamente 90 minutos hasta alcanzar una densidad
Optica desde 0.40 a 0.60 a una longitud de onda de 600 nm. Se le agregd
isopropil-B-D-thiogalactopiranoside (IPTG) 1mM y se dejo en agitacion a 36°C a
225 rpm por una, tres y cinco horas, asi como toda la noche de induccién. Al
finalizar la induccion se repartié el cultivo en tubos Falcon de 50 ml. Los tubos se
centrifugaron por 5 min a 14,000 rpm, se retiraron los sobrenadantes y se
agregaron 2 ml de medio 2TY a cada uno, resuspendiendo y juntando los
productos de cada tubo. Finalmente, las bacterias se centrifugaron por 1 minuto a
14,000 rpm y se retird el sobrenadante. Las pastillas obtenidas se guardaron a -
20° hasta su utilizacion. Las proteinas se analizaron por electroforesis en geles
desnaturalizantes para proteinas SDS PAGE y ensayos de Western Blot para

corroborar la induccion de la expresion del péptido recombinante.
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CULTIVO DE TROFOZOITOS Y SU IRRADIACION CON LUZ-UV C

En este trabajo, se utilizaron trofozoitos HM1:IMSS para determinar la
sublocalizacion celular de la proteina EhRAD54. Los trofozoitos se cultivaron en
medio TYI-S-33 complementando con 20% de suero fetal bovino y 6% de la
mezcla de vitaminas a 37° C (Diamond et al,, 1978). Los trofozoitos (1.5 x 10°)
crecidos en botellas de cultivo fueron transferidos en platos de cristal e incubados
a 37°C. Los trofozoitos adheridos fueron irradiados con luz UV-C de 254
nandmetros en 150 J m-> por 8 segundos usando un dispositivo UV 1800 de
Stratalinker 1800 — Stratagene (Lépez-Casamichana et a/, 2008). Después del
tratamiento, las células fueron incubadas en medio fresco en 37°C por 5, 30 min

y 3 horas antes de ser cosechados para preparar los ensayos proteicos.

OBTENCION DE EXTRACTOS NUCLEARES Y CITOPLASMICOS

El cultivo de trofozoitos con y sin tratamiento con luz UV se colocé en hielo
durante 10 minutos para que las amibas se despegaran de la caja y pudieran
vaciarse en un tubo Falcon de 50ml. Se centrifugaron durante 7 minutos a 2000
rpm a 4°C decantando el sobrenadante. Se resuspendio la pastilla en 1 ml de PBS
y se transfirid a un eppendorf de 1.5 ml. Se centrifugd 15 segundos a 14,000 rpm
y se decanto el PBS. Se resuspendid la pastilla en 400 pl de buffer A frio (10mM
HEPES pH 7.9; 10mM KCI; 0.1 mM EDTA; 0.1 mM EGTA; 1mM DTT; 0.5m M
PMSF) pipeteando suavemente. Se esper6 a que las células se hincharan durante
15 minutos a 4°C y se adicionaron 25 pl de solucién de Nonidet NP-40 al 10%, y
2 ul de coctel inhibidor de proteasas (PMSF 0.5mM, Benzamidina 2mM, Aprotinina
5 pg/ml, Pepstatina A 5ul/ml, E64 10 pg/ml, Leupeptina 5 pl/ml), agitando
vigorosamente durante 10 seg. Se centrifugd por 30 segundos y el sobrenadante
correspondiente a la fraccidn citoplasmica (RNA y proteinas) se recolectd
(Schreiber et al., 1989).

La pastilla con los nucleos se resuspendié en 50 pl de buffer C frio (20mM HEPES
pH 7; 0.4M NaCl; 1mM EDTA; 1mM DTT; 1mM PMSF; 1mM EGTA), y 1 pl del
coctel de inhibidores de proteasas y se agitd vigorosamente en vortex durante 20

minutos a 4°C. La muestra se centrifugd 5 minutos a 4°C y se recolectd el
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sobrenadante correspondiente a la fraccion nuclear. Las fracciones citoplasmicas y

nucleares se alicuotaron y se guardaron a -70°C hasta su utilizacion.

Una alicuota de las fracciones nucleares y citoplasmicas se utilizd para determinar
la concentracion de proteinas por el método de Bradford y para verificar la
integridad de los extractos por SDS-PAGE. Posteriormente, los extractos nucleares
y citoplasmicos se analizaron por ensayos de Western blot para determinar la
localizacion subcelular de EhRAD54 en los trofozoitos utilizando los anticuerpos

especificos generados en raton.

ENSAYOS DE WESTERN BLOT

Para conocer la calidad de los anticuerpos anti- PAS EhRAD54 contenidos en el
suero de los ratones y la localizacidn subcelular de EhRAD54 en trofozoitos se

realizaron ensayos de Western Blot.

Las proteinas separadas por SDS-PAGE al 10% fueron electrotransferidas a
membranas de nitrocelulosa en un Buffer de transferencia (Tris Base 0.3%,
Glicina 1.4%, metanol 20%) frio, a 400 mA durante 1 hora y 30 minutos en un
contenedor con hielo, en el sistema Minitrans Blot (Bio-Rad) en el siguiente
orden: base negra (polo negativo, fibra, papel Wathman, gel, membrana de
nitrocelulosa, papel Wathman, fibra y base blanca (polo positivo). En cada

elemento se evitd la formacién de burbujas con una pipeta Pasteur.

La transferencia de las proteinas a la membrana se verificO mediante la tincién
con una soluciéon de Rojo de Ponceau (Rojo de Ponceau al 0.1%, acido acético al
1%), ya tefida la membrana se marcaron con lapiz los bordes del gel, los
marcadores y las referencias de nuestras muestras. La membrana se destifid con
agua y se blogued durante toda la noche en solucion PBS (NaCl 0.8%, KCI 0.02%,
NaH2PO4 0.14%, KH2PO4 0.024%, pH 7.4 con HCI), leche descremada al 5% y
Tween 0.05% en agitacion suave a 4°C. Posteriormente se realizaron 3 lavados
con PBS-Tween 0.05% durante 5 minutos con agitacion suave a temperatura

ambiente.
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En el ensayo realizado para conocer la funcionalidad de los anticuerpos anti-PAS
EhRAD54, se incubd con el anticuerpo contenido en el suero de ratdn a diferentes
diluciones durante toda la noche a 4°C en agitacion suave. Se lavd con PBS para
posteriormente incubarlo con el segundo anticuerpo de cabra dirigido contra la
inmunoglobulina G de ratén y marcado con peroxidasa, en una solucion de PBS
pH 7.4 y 2% de BSA a una dilucidon 1:2000 durante 2 horas a temperatura

ambiente.

Para identificar a la proteina recombinante EhRAD54 se utilizaron anticuerpos
anti- GST (GE Health care) a una dilucién de 1:2000 y como segundo anticuerpo a
una diluciéon 1:10000 HRP conejo contra IgG de cabra tomando como base a un
membrana de nitrocelulosa con la transferencia de extractos bacterianos

inducidos a diferentes tiempos.

Para identificar a la proteina EhRRAD54 enddgena se utilizaron anticuerpos anti —
PAS EhRAD54 a una dilucion 1:500 y como segundo anticuerpo HRP anti — IgG
de ratén a una dilucion 1:2000 tomando como base a un membrana de
nitrocelulosa con la transferencia de extractos proteicos fraccionados de

trofozoitos irradiados y cosechados posteriores al dafo con luz UV.

La membrana se secd a temperatura ambiente y se reveldé con el kit de
quimioluminicencia ECL plus Western Blotting detection system (Amersham
Biosciences). Se mezclaron 2 ml del buffer A (sustrato de ECL plus) con 50 nul de
buffer B (solucidon acridan con dioxano y etanol). Se baind la membrana con esta
mezcla utilizando aproximadamente 0.1 ml/cm?, dejando actuar por 5 min.
Pasado este tiempo se retird la solucidn, se seca agitandola firmemente y se
envolvid en una bolsa de plastico transparente perfectamente limpia, cuidando de
no dejar burbujas en su interior. Por Ultimo se fijé en un cassette de revelado de
radiografia, con la cara hacia arriba. Se trabajé en cuarto obscuro con una placa
de radiografia (Kodak) sobre la membrana y se cerro el cassette. Los tiempos en
los que permanecid la placa de radiografia en el cassette van desde 5 segundos
hasta un minuto. Después de retirar la placa del cassette, ésta se puso en un
envase que contenia solucién de revelado al 20% (Kodak) y se esperd
aproximadamente 30 segundos. Después se enjuagd con agua y se pasd a un

envase con solucién de fijacién al 20% (Kodak) en donde se deja por 2 min. La
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placa se enjuagd nuevamente con agua, y se dejdé colgada para retirar el

excedente hasta que secé completamente.

ENSAYOS DE DOT — BLOT

Para confirmar la calidad de los anticuerpos anti- PAS EhRAD54 contenidos en el
suero de los ratones se realizaron ensayos de Dot blot. En este ensayo se
cortaron membranas de nitrocelulosa para obtener circulos de 0.5 cm de
didametro, estos fueron impregnados justo en el centro de cada circulo con 5 pl
del péptido antigénico sintético EhRAD54, se permitid que este se secara
completamente en la membrana y posteriormente se incubaron con el anticuerpo
contenido en el suero de raton a diferentes diluciones durante toda la noche a
4°C en agitacion suave. Se lavaron con PBS para posteriormente incubarlos con el
segundo anticuerpo de cabra dirigido contra la inmunoglobulina G de ratén vy
marcado con peroxidasa, en una solucidon de PBS pH 7.4 y 2% de BSA a una

dilucién 1:2000 durante 2 horas a temperatura ambiente.

Las membranas se secaron a temperatura ambiente y se revelaron con el kit de
quimioluminicencia ECL plus Western Blotting detection system (Amersham

Biosciences), como se describié anteriormente.



RESULTADOS

IDENTIFICACION DE SECUENCIAS PROMOTORAS CONSERVADAS.

En este trabajo se analizaron las secuencias promotoras (500 pb antes del ATG)
de los genes sobreexpresados a los 5 minutos y 3 horas después de la irradiacion
con luz UV y que presentan un Fold change mayor a 2 en comparacion con el
control no irradiado, ademas de los 10 genes involucrados en reparacién del ADN
y que mostraron un Fold change inferior a 2, es decir, un total de 29 secuencias
entre las que se incluyd al gen Ehrad54. También se analizd la secuencia del

promotor del gen EArad54b.

Ya que se contaba con estas secuencias lo primero fue conocer su frecuencia
nucleotidica y su entropia, ambos parametros fueron determinados utilizando el
programa Bioedit. De manera general podemos observar que estas secuencias
son mas ricas en adenina (A) y timina (T), que en citocina (C) y guanina (G). En
particular, se determiné que contienen un 69% de Ay Ty un 31% de Cy G
(Figura 5 A).

Por otra parte, se determind la entropia en estas secuencias promotoras,
entendiendo por entropia como el contenido de informacién en relacién a la
posicién de cada nucledtido. Como se observa en la figura 4 B hay regiones de
baja entropia localizadas principalmente entre nucledtidos cuya posicion van de -
400 a —100 de acuerdo al ATG, lo que se traduce en un aumento en la cantidad
de informacién, por lo que podemos pensar que estas regiones contienen
secuencias reguladoras conservadas; sin embargo, el grafico no es muy

informativo debido al pequefio nimero de secuencias analizadas (Figura 5 B).
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Figura 5. Andlsis de la secuencia nucleotidica de los promotores de genes
sobreexpresados a los 5 minutos después de la irradiacion con luz UV.

A) Frecuencia nucleotidica. B) Entropia.
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Lo siguiente fue identificar secuencias reguladoras previamente reportadas en los
promotores de genes de E. histolytica. Observamos que en solamente tres de las
siete secuencias promotoras de genes inducidos a los 5 minutos por el
tratamiento con luz UV se encuentran dos de los tres motivos del inicio de la
transcripcion en este parasito protozoario, a saber, la caja TATA (TATTTAAAG/C)
y el elemento Iniciador o Inr (AAAAATTCA), careciendo del elemento GAAC;
ademas una de las secuencias cuenta con el elemento URE 4 (AAAAATGAA),
cuantro de las siete secuencias cuentan con el elemento HSE (CNNGAAGAATTC),
seis de las siete secuencias tienen por lo menos un motivo reportado como de
muy alta sobreexpresion (M43 - GGGTTT, M35 - TTTTCTTTTTG, M33 -
TT/AA/CTTAACA y M29 - TAATA/GGAAGAGAT) y dos de las siete secuencias
analizadas cuentan con un elemento M15 (A/TTTTCTTTG/TC) reportado en genes
que muestran una moderada sobreexpresion. De forma interesante podemos
mencionar que la presencia de este Ultimo motivo condiciona una disminucion en
las veces de sobreexpresion de los genes, ya que en su generalidad muestran un

fold change menor a 2 cuando M15 esta presente (Figura 6).

De manera interesante, el promotor del gen £hrad54 no contiene ninguno de los
elementos reportados como importantes para el inicio de la transcripcion, pero
contiene tres motivos reportados en genes con elevada sobreexpresion como M43
(GGGTTT), M33 (TT/AA/CTTAACA) y M29 (TAATA/GGAAGAGAT) y un motivo M15
(A/TTTTCTTTG/TC) de moderada sobreexpresion. De la misma manera el
promotor del gen paradlogo Ehrad54b no contiene ninguno de los elementos
reportados como importantes para el inicio de la transcripcidon, pero cuenta con
dos motivos diferentes a los ya mencionados, siendo estos M32 (AAACAA) y M21
(ATGATANA), reportados en genes que muestran una elevada y moderada

sobreexpresidn, respectivamente.

En lo que respecta a las 22 secuencias promotoras de genes inducidos a las 3
horas posteriores de la irradiacion de los trofozoitos con luz UV, se encuentra por
lo menos alguno de los elementos transcripcionales mas importantes, la caja
TATA, el elemento Inr asi como el cuadro GAAC (AA/TGAACT) en 19 de los 22
promotores, del mismo modo se encuentra en siete de las 22 secuencias el

motivo HSE de respuesta a choque térmico, dos elementos de regulacién rio
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arriba, URE 3 y URE 4, reguladores de genes fixy hg/5, respectivamente en seis
de las 22 secuencias analizadas; nueve motivos conservados reportados en genes
con elevada sobreexpresion, a saber, M44 (CCACGT), M43 (GGGTTT), M37
(A/TAAACCCT), M35 (TTTTCTTTTTGC/TT), M33 (TT/AA/CTTAACA), M32
(ATA/TAAACAAC/AAA), M30 (C/TA/TGTTGA/TTG), M29 (TAATA/GGAAGAGAT) y
M27 (CATCTCCA/TCTC/G) en 21 de las 22 secuencias; siete de las 22 secuencias
cuentan con uno de los 2 motivos M24 (GAATGATG) y M15 (A/TTTTCTTTG/TC)

reportados en genes con moderada sobreexpresion (Figura 7).

Una vez que identificamos en las secuencias promotoras de genes inducidos a los
5 minutos y a las 3 horas posteriores al tratamiento con luz UV, secuencias
reguladoras ya reportadas en E. histolytica, 1o siguiente fue realizar la busqueda
de motivos conservados utilizando las herramientas del programa MEME

(http://meme.sdsc.edu/meme4/intro.html), nuevamente la busqueda se dividid

en genes sobreexpresados a los 5 minutos y a las 3 horas posteriores del dafo
con luz UV. Finalmente cada motivo predicho fue descrito mediante la base de
datos JASPAR.

De esta forma observamos que el programa MEME predice para los promotores
de genes sobreexpresados a los 5 minutos, tres secuencias reguladoras: el
MOTIVO 1 (GGAAGAAAAAAAGAAAGAA), encontrado en seis de las siete
secuencias esta relacionado con el sitio de unién del factor de transcripcion Staf
de Xenopus laevis descrito como un activador degenerado que mejora la
transcripcion de las RNA polimerasas II y III y como una secuencia de union para
el factor de transcripcién Pax5 de Mus musculus descrito para la regulacion de
genes asociado con Aniridia y Sindrome de Waardenburg. EI MOTIVO 2
(GCAAACGCAGATG) encontrado en dos de los siete promotores analizados, funge
como secuencia de unién para los factores de transcripcion HMG-IY y Pax5,
relacionados con la regulacidn de genes asociados con Aniridia y Sindrome de
Waardenburg y con una region positiva de regulacion del gen promotor de
plastocianina en  Pisum  sativum, respectivamente. El MOTIVO 3
(TTCTTTTGGTTGA) presente en todas las secuencias analizadas se identifica
como una secuencia de union al factor de transcripcién FoxF2 (Rapido crecimiento

de la familia de reguladores de transcripcidon eucariética) y HMG-1Y (Figura 8).
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con luz UV, asi como en el promotor del gen Ehrad54b.
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De manera particular, el analisis de la secuencia promotora del gen Ehrad54
muestra los tres motivos 1, 2 y 3 de los genes sobreexpresados a los 5 minutos
posterior a la irradiaciéon con luz UV. Estos motivos no se encontraron en el

promotor del gen paralogo Ehrad54b.

Para las secuencias promotoras de genes sobreexpresados a las 3 horas, el
programa MEME predice nuevamente otras secuencias reguladoras: el MOTIVO 4
(AAAGAAAAAAAAAAGAAAAA), encontrado en 20 de las 22 secuencias esta
relacionado con la unidn de los factores de transcripciéon HMG-IY y Pax5 descritos
como una region positiva de regulacién del gen promotor de plastocianina y a la
regulacion de genes asociado con Aniridia y Sindrome de Waardenburg,
respectivamente. EI MOTIVO 5 (TAGAATAAAAGAAGA) encontrado en la totalidad
de las 22 secuencias analizadas, funge como secuencia de union para el factor de
transcripcion Squa que induce flexion de ADN y esta relacionado con desarrollo de
raiz, flores y frutos, asi como a otro factor de transcripcion HMG-IY (regién
positiva de regulacién del gen promotor de plastocianina en Pisum sativum). El
MOTIVO 6 (CTATATAAACGATTCC) sdlo se encuentra en seis de las 22 secuencias
promotoras, identificdndose como una secuencia de unidn a factor de
transcripcion Ar descrito como ADN consenso que actlia como sitio de union para
el receptor de andrégenos y para una variante de Caja TATA (TBP — TATA box)

que permite localizar el inicio de transcripcion eucariodtica (Figura 9).

Posteriormente se relacionaron las secuencias reguladoras predichas por el
programa MEME en ambos grupos promotores y las secuencias reguladoras
previamente reportadas en E. histolytica, de lo anterior ha resultado interesante el
hallazgo de que el MOTIVO 1 (GGAAGAAAAAAAGAAAGAA), identificado en seis de
los siete promotores de genes inducidos a los 5 minutos, y el MOTIVO 5
(TAGAATAAAAGAAGA) presente en todos los promotores de genes inducidos a las
3 horas, coinciden con el motivo M29 (TAATA/GGAAGAGAT) identificado en 28 de
las 29 secuencias analizadas. Estos tres motivos comparten la secuencia GAAGA
con el elemento de choque térmico HSE (CNNGAAGAATTC). Y ninguno de ellos esta
presente en el promotor del gen Ehrad54b.
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(http://meme.sdsc.edu/meme4/intro.html) en secuencias promotoras de genes inducidos

a los 5 minutos posteriores de la irradiacién de trofozoitos con luz UV.
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inducidos a las 3 horas posteriores de la irradiacion de trofozoitos con luz UV.
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ANALISIS IN SILICO DE LA PROTEINA EHRAD54.

Como se comento6 anteriormente el genoma de Entamoeba histolytica contiene un
gen localizado en el locus EHI 103840 de 2655 pares de bases que codifica para
una posible EhRAD54, que resulta ser el objeto de este trabajo. También posee
otro gen de 2130 pares de bases con el locus EHI 114930 que codifica para una
posible EhRAD54b (Lépez — Casamichana et a/., 2008).

El andlisis de la secuencia de 2655 pb mostrd que contiene un marco de lectura
abierto que codifica para una proteina de 884 aminoacidos (Figura 10), con un
peso molecular predicho de 100163 Da y con un punto isoeléctrico predicho de
8.61. Por otra parte, el andlisis de la secuencia de la proteina paraloga EhRAD54b
de 2130 pb mostré que contiene un marco de lectura abierto que codifica para

una proteina de 710 aminoacidos con un peso molecular predicho de 80310 Da

La comparacion de secuencias de aminoacidos de las proteinas EhRAD54 vy
EHRAD54b muestra que presentan un 36% de identidad y 55% de homologia. Sin
embargo, EhRAD54 presenta una region en el extremo amino terminal que no se
encuentra en la proteina paraloga, por lo que se utilizara esta regién divergente

para la generacion de anticuerpos especificos contra EhnRAD54 (Figura 11).
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Figura 10 : Secuencia de la proteina EhRAD54 de 884 aminoacidos obtenida del banco de datos
del proyecto de secuencia del genoma de Entamoeba histolytica (http://www.tigr.org) y del
servidor Pathema (http://pathema.tigr.org). Los nimeros a la derecha corresponden a la posicion
de los residuos respecto a la primer metionina.
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Figura 11: Comparacion de las secuencias aminoacidicas de las proteinas paralogas EnRAD54 y

EhRAD54b. Se ubican subrayadas las secuencias correspondientes a la posicion de los

oligonucledtidos sentido y antisentido especificos para amplificar un fragmento interno de 581 pb

correspondiente a una region divergente del extremo amino terminal de EhRAD54.

66



Para verificar la identidad de la proteina EhRAD54 predicha, se realizd una
blsqueda de secuencias homdlogas en las bases de datos existentes, usando el
programa BLAST de ExPASy Proteomics Server (www. expasy.org). Los resultados
se muestran en la tabla 1 organizados de manera descendente de acuerdo al

valor E de cada una de las proteinas relacionadas con EnRAD54.

La proteina EhRAD54 presenta una gran similitud con las proteinas RAD54 de
otros organismos eucariontes, desde protozoarios hasta humanos, manteniendo
altos porcentajes de identidad y de homologia con cada uno de ellos. El valor de E
de e-174 nos permite identificar a la proteina RAD54 de la amiba unicelular
Dictyostelium discoideum como la proteina que guarda mas similitud con
EhRAD54 de amiba. La proteina RAD54 de Saccharomyces cerevisiae al presenter
un valor de e-113 es la proteina menos similar a EhRAD54b de Entamoeba
histolytica.

EhRAD54 presenta mayor porcentaje de homologia con la proteina ortdloga de
Drosophila melanogaster (61%) mientras que el menor lo mantiene con las

proteina de Xenopus laevis y Gallus gallus (54%).

Por otra parte, la proteina EhRAD54 de E. histolytica comparte los mayores
porcentajes de identidad con proteinas de Arabidopsis thaliana, Trypanosoma
brucei y Danio rerfo siendo este del 43%. Del mismo modo las proteinas de
Xenopus laevis y Gallus gallus comparten el menor porcentaje de identidad con
EhRAD54 que corresponde a un 37%. (Tabla 1).

De manera relevante, la proteina paraloga EhRAD54b con el cddigo XM_645236
mantiene un valor E de e-117, una homologia de 55% y una identidad de 36%

con respecto a EhRAD54, confirmando que son proteinas paralogas.
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7abla 1. Identificacion de proteinas homdlogas a EhRAD54 en otros organismos utilizando el
algoritmo BLAST.

ORGANISMO PROTEINA | NUMERO DE | VALOR | HOMOLOGIA | IDENTIDAD
acceso 7 | E % %
Dictyostelium | Proteina con Q54RP8 e-174 59 42
discoideum dominio SNF2
(RAD54)
Leishmania Proteina Q40QAQ7 e-139 58 42
major RAD54
Gallus gallus Proteina Q9DG67 e-135 54 37
RAD54
Trypanosoma Proteina Q385M5 e-133 59 43
brucei RAD54
Danio rerio RAD54 like Q72Vv09 e-132 60 43
Homo sapiens Proteina Q9Y620 e-129 58 41
RAD54
Xenopus laevis MGC81308 Q6INQ9 e-129 54 37
Drosophila Homdlogo 076460 e-126 61 41
melanogaster RAD54
Caenorhabdiitis Proteina Q9XwW40 e-125 59 39
elegans hipotética
(RAD54)
Arabidopsis Proteina QOPCS3 e-124 60 43
thaliana RAD54
Entamoeba Proteina XM_645236 | e-117 55 36
histolytica RAD54b de *
reparacion de
ADN
Saccharomyces | RAD 54 like P32863 e-113 56 39
cerevisiae

a Swiss Prot & TrEMBL
* Gen Bank

68



Utilizando las secuencias de aminoacidos de las proteinas RAD54 homologas de
otros organismos, se realizd un alineamiento multiple con EhRAD54 de
Entamoeba histolytica utilizando el programa bioinformatico CLUSTALW

(www.ebi.ac.uk/clustalw). Este programa nos permite conocer regiones altamente

conservadas evolutivamente, orientandonos acerca de las probables funciones de
las proteinas alineadas. Asi podemos confirmar que la proteina EhRAD54 de
amiba cuenta con los 7 dominios caracteristicos de la superfamilia de helicasas
SNF2 (I, IA, II, III, 1V, V, VI) destacando en el dominio II el motivo DEGH tan
caracteristico y conservado en esta familia (Figura 12). Del mismo modo podemos
observar la alta conservacién de nueve aminoacidos en su extremo amino
terminal, a saber MRRSLAPSQ (M KR S Q AP SV en amiba) llamado motivo Q,
que de acuerdo a la literatura fungen como parte fundamental para llevar a cabo

la remodelacion de la cromatina (Alexiadis et a/., 2004).
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Figura 12 : Comparacién de secuencias de aminodcidos de proteinas RAD54.
Los siete dominios SNF2 se encuentran marcados con nimeros romanos y encerrados con
distintos colores (I color rojo, IA amarillo, II azul, III verde, IV rosa, V azul marino, VI mostaza).
Los nimeros a la izquierda, corresponden a la posicion de los aminoacidos en relacién a la primer

metionina en cada proteina.
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Posteriormente se realizd la prediccion de los dominios funcionales y estructurales
de la EhRAD54 usando los programas InterproScan

(http://www.ebi.ac.uk/InterProScan), Prosite (http://www.expasy.ch/prosite ) y

Pfam (http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam), representados

esquematicamente en la figura 13.

Asi sabemos que EhRAD54 de E£. histolytica cuenta con un dominio Helicasa C en
su extremo carboxilo terminal comprendido entre la posicién de aminoacidos 641
— 720, que en proteinas homdlogas de otros organismos le permite unirse al ATP,
un dominio ReslIl (270 — 446 aa) que corresponde a la tercer clase de
endonucleasas de restriccion con requerimientos de ATP, un dominio de helicasa
constituido por los siete dominios SNF2 (276 — 578 aa) que se muestran en la
Figura 6, destacando el motivo DEGH (412 — 417 aa) altamente conservado que a
proteinas homdlogas de otros organismos les permite realizar funciones tales
como la hidrdlisis del ATP asi como llevar a cabo el intercambio de cadenas
homadlogas en el proceso de recombinacion, lo que recibe el nombre de reaccidn
de D-loop (Alexiadis et al, 2004). Los dominios antes mencionados también se
localizan en proteinas RAD54 de Homo sapiens y Sacharomyces cerevisiae de 910

y 898 aminoacidos, respectivamente.

De forma caracteristica, EhRAD54 cuenta con un dominio ribosomal L30
comprendido entre la posicién de aminoacidos 183 — 245 en su extremo amino
terminal. Esta reportado que las proteinas L30 y S5 de las subunidades
ribosomales 50 Sy 30 S, respectivamente de Bacillus stearothermophilus cuenta
con un dominio putativo ribosomal L30 que le permite funciones involucradas en

transcripcion y traduccion del ADN a RNA (Figura 13).
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Figura 13 : Representacion de los dominios funcionales y estructurales de EhRAD54 de
Entamoeba histolytica, asi como de RAD54b y RAD54 de Homo sapiens'y Sacharomyces
cerevisiae, respectivamente, mediante el uso de los programas InterproScan
(http://www.ebi.ac.uk/InterProScan), Prosite (http://www.expasy.ch/prosite ) y Pfam
(http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam).
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ANALISIS FILOGENETICO DE LA PROTEINA EHRAD54B DE ENTAMOEBA
HISTOLYTICA

Las secuencias de proteinas ortdlogas RAD54 previamente alineadas se analizaron
con el programa MEGA 3.1 que mediante los algoritmos Neighbor- Joining vy
Bootstrap nos ha permitido construir el arbol filogenético de esta familia para
conocer la conservacion, diferenciacion y cercania o lejania evolutiva de proteinas

homadlogas de diversos organismos.

En el arbol filogenético predicho se observan dos unidades taxonomicas
operacionales (UTO) principales claramente separadas que divergen de una
proteina ancestro comun, la primera que parte de Dictyostelium discoideum hasta
Homo sapiens 'y la segunda de Arabidopsis thaliana hasta Drosophila
melanogaster (Figura 14). Ubicandonos en la primer UTO identificamos a
EhRAD54 de Entamoeba histolytica con cercania evolutiva a proteinas RAD54 de
otros parasitos protozoarios entre los que se encuentran Leishmania major y
Trypanosoma brucei, compartiendo mayor cercania por divergir de la misma rama
evolutiva con la amiba de vida libre Dictyostelium discoideum. En esta misma UTO
ubicamos a proteinas RAD54 de Xenopus laevis, Gallus gallus y Homo sapiens
que a pesar de divergir de dos sub-UTO a partir de Entamoeba histolytica, sus
ramas evolutivas son particularmente cercanas a ella, siendo mas divergente la

proteina RAD54 de Homo sapiens.

En lo que respecta a proteinas localizadas en la segunda UTO principal, se
observa que la proteina EhRAD54 de Entamoeba histolytica a pesar de
encontrarse en una UTO diferente de las de Arabidopsis thaliana, Sacharomyces

cerevisiae, C. elegans, Braquidanio rerioy Drosophila melanogaster.
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Figura 14: Arbol filogenético de proteinas de la familia RAD54.

D. melanogaster
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EhRAD54 de Entamoeba histolytica es evolutivamente cercana a las proteinas RAD54 de parasitos

protozoarios. Los nimeros corresponden a la cantidad de veces que el algoritmo analizd la

probabilidad de que estas estructuras se encontraran evolutivamente cercanas. La escala

corresponde al minimo valorable evolutivo.
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La estructura tridimensional de la proteina EhnRAD54 fue predicha mediante el

programa Swiss — Model (http://swissmodel.expasy.org//SWISS-MODEL.html) y

visualizada mediante el programa PyMol (http://pymol.sourceforge.net).

El programa utilizd como templado a la helicasa de la Superfamilia SNF2 con
actividad de ATPasa de Solfoglobus solfataricus, una Archaebacteria con el cddigo
de acceso 1z6A en el Protein Data Bank (PDB). Como se observa en la figura 15,
EhRAD54 de E. histolytica posee la tipica estructura bilobulada perteneciente a la
Superfamilia de helicasas SNF2, esta estructura divide al dominio de helicasa en
dos partes, a saber DH1 (Dominio de Helicasa 1) y DH2 (Dominio de Helicasa 2)
ubicados en los extremos carboxilo y amino terminal, respectivamente (Thoma et
al., 2005). Como se observa la similitud estructural entre el templado y el modelo
de EhRAD54 es evidente, lo que sugiere que las funciones entre ambas proteinas
sean iguales. Es importante destacar que el modelaje de la proteina comenzo a
partir del aminoacido 273 y termind en el 758, modelando 485 residuos de los
884 aminoacidos que conforman a la proteina EhRAD54 completa. Los primeros
272 aminoacidos que corresponden al extremo amino — terminal, asi como 125
aminoacidos que componen el extremo carboxilo — terminal de la proteina
EhRAD54 no logran ser modelados por los servidores disponibles al carecer de un

templado previamente reportado que facilite su prediccion.

Para validar la estructura tridimensional predicha para EhRAD54 es necesario
recurrir a los graficos de Ramachandran, al calculo de energia (Deep View/Swiss-
Pdb Viewer utilizando el algoritmo Gromos96) y al analisis estereoquimico (Win
Coot), ya que nos permiten conocer la calidad del modelo predicho. El grafico de
Ramachandran evalla los angulos dihedros psi y phi de cada uno de los
aminoacidos de la estructura modelada, indicando si estos son estéricamente
favorables para su plegamiento permitiendo la formacion de estructuras

secundarias tales como hélices alfa, hojas beta plegadas, loops, etc. (Figura 16).
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Figura 15 : Comparacion estructural entre el templado de la proteina ATPasa SNF2 de Solfoglobus
solfataricus (A) y el modelo predicho de la proteina EhRAD54 de Entamoeba histolytica (B) . Se
utilizé el programa bioinformatico de prediccion Swiss — Model y el visualizador PyMol.

En color rojo se muestran las hélices alfa, en color amarillo las hojas beta plegadas y en color

verde los loops.
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En color vino se muestran las conformaciones que son estéricamente permitidas
(regiones completamente permitidas), en color lila donde los atomos tienen gran
proximidad (regiones cercanas a las permitidas) y de color rosa donde las
conformaciones son estéricamente favorables (regiones aceptadas), excepto para
la glicina y prolina marcadas como un triangulo relleno y vacio de color amarillo,
respectivamente, las regiones no permitidas se marcan en color negro. La glicina
es fundamentalmente un residuo diferente por no poseer una cadena lateral y por
su carencia de carbono beta, ya que la ausencia de este permite que la glicina se
desplace mas alla de los bordes de -180° y 180°, produciéndose asi
impedimentos estéricos en el grafico de Ramachandran. Por otra parte, la prolina
también produce incompatibilidades estéricas debido a la inflexibilidad en su anillo
de pirrolidina (Ho et a/., 2005). El cuadrante superior izquierdo grafica las hojas
beta plegadas, el cuadrante superior derecho e inferior izquierdo representa las
hélices alfa que giran a la izquierda y derecha respectivamente. Asi podemos
observar que 317 residuos (65.36%) corresponden a regiones completamente
permitidas, 118 residuos (24.33%) corresponde a regiones cercanas a las
permitidas, 32 residuos (6.6%) corresponden a regiones aceptadas y 18 residuos
(3.71%) corresponde a regiones no permitidas. Lo anterior valida al modelo
tridimensional predicho para la proteina EhNRAD54 ya que presenta menos del 5%
de regiones no permitidas. Esto confirma que las estructuras secundarias
predichas se encuentran espacialmente dispuestas de forma correcta en los

modelos y que esta estructura es posible en la naturaleza.
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Figura 16 : Grafico de Ramachandran.
Se muestran en color vino las regiones completamente permitidas (65.36%), en color lila las
regiones cercanas a las permitidas (24.33%), de color rosa las regiones aceptadas (6.60%),
excepto para la glicina y prolina marcadas como un triangulo relleno y vacio de color amarillo

respectivamente, las regiones no permitidas se marcan en color negro (3.71%).

78



El calculo de energia basado en los campos de fuerza (Deep View/Swiss- Pdb
Viewer) nos orienta a determinar que tan favorecida puede llegar a ser la
conformacion de la estructura terciaria predicha. La mayoria de las estructuras
cristalograficas predichas se encuentran en un rango de -10000 y -15000 KJ/mol.
Para EhRAD54 de Entamoeba histolytica el calculo de energia total se encuentra
en —11065.246 KJ/mol mientras que la energia total del templado 1z6A de
Solfoglobus es de -11231.58 KJ/mol. Lo anterior nos sugiere que el modelo para

Entamoeba histolytica es un modelo energéticamente valido y favorecido.

El analisis estereoquimico basado en las herramientas del programa Win Coot
analiza las posibles desviaciones que presenta el modelo tridimensional predicho
utilizando la orientacién correcta de los residuos que conforman a la proteina.
Para la prediccion del modelo de EhRAD54 de Entamoeba histolytica, sélo el 1%
de la estereoquimica es erronea (porcentaje obtenido del analisis de 487 residuos
donde 5 de ellos son equivocados) ya que presenta ligeras desviaciones de los
valores ideales de las cadenas laterales, entre ellos se encuentra la planaridad de

una Arginina y algunos angulos omega de cuatro residuos de la cadena principal.

Posteriormente, para confirmar la coincidencia entre la estructura tridimensional
predicha para la proteina EhRRAD54 de E. histolytica y el templado de Solfoglobus
solfataricus se realizd la sobre posicion de ambas estructuras utilizando la Suite de
programas CCP4 Program Suite 6.0 y sus aplicaciones como Lsgkab

(http://www.ccp4.ac.uk/main.html) asi como el Vvisualizador  Pymol

(http://pymol.sourceforge.net/). Este programa nos proporciona el valor RMS que

entre mas cercano a cero se encuentre mayor coincidencias estructurales habra
entre los modelos. Este valor resultd para la sobre posicidon de ambas estructuras
de 1.903 /3\, lo que nos confirma un buen empate entre ambas estructuras (Figura
17). Seguido de esto, se realizd la sobre posicion de la estructura terciaria de la
proteina EnRAD54 con la Unica proteina RAD54 ya cristalizada perteneciente a
Danio rerio (pez cebra), en este caso el RMS entre ambas estructuras es de
2.38151 A (Figura 18). Finalmente entre el modelo de ATPasa SNF2 de
Solfolglobus solfataricus utilizado de templado y el cristal de RAD54 de Danio rerio
se obtiene un valor RMS es de 3.12 A (Figura 19).
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Lo anterior confirma que la proteina EhRAD54 de E. histolytica tiene
estructuralmente similitud con proteinas de la Superfamilia SNF2, especificamente

con proteinas RAD54.

Para predecir la estructura terciaria de los 272 residuos del extremo amino
faltantes en el modelo antes predicho, que ademas es donde se localiza la
secuencia de aminoacidos empleada para el disefio del péptido sintético
antigénico, se utilizaron las herramientas bioinformaticas del programa LOOPP

(http://cbsuapps.tc.cornell.edu/loopp.aspx). El programa analizé los primeros 300

aminoacidos de la proteina y tomé como templado para la prediccion a las
proteinas con cddigo de acceso al PDB b.40.4.9.1, 1EQN, b.110.1.1, 2BG9, 1GO3,
dando como resultado una probable estructura secundaria compuesta del 11.45%

de hélices alfa, 24.10% de hojas beta plegadas y el 64.46% de loops (Figura 20).

Esta prediccion se comprobd mediante la visualizacion del archivo de coordenadas
PDB mediante el programa PyMol, que como se observa en la figura 21 esta
formada en su mayor parte por loops, cuatro alfa hélices y dos hojas beta
plegadas en anti-paralelo. Del mismo modo contiene del aminoacido 92 al 106 la
secuencia probable para el disefio del péptido sintético antigénico, compuesto por
un loop en su mayor parte expuesto al solvente y formado por los aminoacidos
Lisina (Lys - K) 92 a la Leucina (Leu - L) 96, y una hoja beta plegada con regiones
internas poco expuestas que va desde el acido glutamico (Glu — E) 97 a la
Fenilalanina (Phe — F) 106.
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Figura 17. Sobreposicion de la Estructura terciaria predicha para la proteina EnRAD54 con
el templado de ATPasa de la superfamilia SNF2 de Solfoglubus solfataricus.

En color rojo se muestra la estructura terciaria predicha para la proteina EhRAD54 de £.

histolytica, en color amarillo se muestra a la proteina de Solfoglobus solfataricus ATPasa

SNF2, tomada como templado para la prediccion de EhRAD54.
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RMS - 2.38151 A

Figura 18. Sobreposicion de la Estructura terciaria predicha para la proteina EnRAD54 con
el cristal de la proteina RAD54 de Danio rerio.
En color rojo se muestra la estructura terciaria predicha para la proteina ENRAD54 de £.
histolytica, en color azul se muestra a la Unica proteina RAD54 cristalizada

correspondiente a Danio rerio.
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RMS - 3.12 A

Figura 19. Sobreposicion de la Estructura del templado de ATPasa de la superfamilia
SNF2 de Solfolubus solfataricus con el cristal de la proteina RAD54 de Danio rerio.
En colo amarillo se muestra a la proteina de Solfoglobus solfataricus ATPasa SNF2 y en

color azul a la proteina RAD54 cristalizada de Danio rerio.
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> 1 60
MKRSQAPSVRLAKRGVKEED IKLAFKFGCHAIDQLLNKGTFEQKTE IEEQGKTKQLNMDE
CCCCCcceeceecceccCCCCCCEEEEECCCHHHHHHHHHCCCCCCceeceeeecececececececece

> 61 120
ENNGGAKNEVVKENGPKLYYWC I FKPKNKDPKPG I LEVSFDKLLLFDMEAKQTGSVDITR
CCCCCCCCCCCCCCCCCEEEEEEECCCCCCCCCCEEEEECCEEEEECCCCCEECCCCCCC

> 121 180
GEVYEIELADKENKENHIKVETQTIKIKNKEL I IDTGKCFVMSQKEVKVL ISFPAEKYVN
CCCCCCHHHHCCCCCCCCCCCCCEEEECCCEEEECCCCEEEECCCEEEECCCCCHHHHHC

> 181 240
GSI1FLQKPPTEEECEKIVQKKEEKKKTVFVGRVLLSKKAKGFVVPYKNAV IQRKRHEPLF
CCCCCCCCCCCereeeeeeeceeeceeecceeeececeeccececceccecceccecececcecececcecececccece

> 241 300
NPNEPDAVVLYQPTVTSRKEVAVVVDPLLGLKLRPHQKAGVKFMYDCVMGLKQGFKGNGC
CCCCCCCEEECCccccCcCcCCEEEEECHHHHHHHCHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCC

END_SECTION

Figura 20. Estructura secundaria predicha por el programa LOOPP

(http://cbsuapps.tc.cornell.edu/loopp.aspx) para el extremo amino

terminal de la proteina ERRAD54 de Entamoeba histolytica.

Del aminoacido 92 al 106 y en color rojo se encuentra localizada la secuencia que funge como
péptido sintético antigénico para la futura obtencidn de anticuerpos especificos anti-EnRAD54. Los
numeros corresponden a la posicién de los aminoacidos con respecto a la primer metionina.

En color azul se muestra la estructura predicha con el siguiente cddigo: H — hélices alfa, E — hoja

beta plegada, C —loop.



Figura 21: Estructura terciaria predicha del extremo amino terminal de la proteina
EhRAD54 (aminoacidos 1 — 300). En color rojo se muestran las hélices alfa, en color

verde los loops y en color amarillo las hojas beta plegadas.
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DISENO DE UN PEPTIDO SINTETICO ANTIGENICO DE 15 RESIDUOS

La secuencia de 15 aminoacidos fue disefnada usando las herramientas
bioinformaticas del sitio de la universidad de Harvard

(http://mif.dfci.harvard.edu/tools/antigenic.pl) para la blusqueda y prediccion de

determinantes antigénicas. Se identificaron en la secuencia de 884 residuos
correspondiente a la proteina EnRAD54, 34 determinantes antigénicas mostradas
en la figura 22, las cuales fueron sometidas a un alineamiento multiple mediante

el programa CLUSTALW ((http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html) para

localizar siete determinantes antigénicas divergentes entre las proteinas EhRRAD54
y EhRAD54b. Estas fueron sometidas a un nuevo analisis bioinformatico para
obtener una determinante antigénica divergente real de 15 aminoacidos
(KPGILEVSFDKLLLF) comprendido entre la posicion 92 y 106 de la proteina
EhRAD54 (Tabla 2).

Se comprobd mediante un andlisis bioinformatico con el programa BLAST que
esta secuencia no es compartida con la proteina paraloga EhRAD54b de amiba ni
con ninguna proteina predicha en el genoma de Entamoeba histolytica.
Finalmente, se verificd con un alineamiento multiple que esta secuencia no esta
presente en la proteina RAD54 de nuestro modelo animal, Mus musculus (datos

no mostrados).

Por otra parte como se muestra en la figura 23, utilizando la prediccién terciaria

del programa LOOPP (http://cbsuapps.tc.cornell.edu/loopp.aspx) y la visualizacion

por el programa PyMol, la superficie del modelo del extremo amino - terminal de
la proteina EnRAD54 que resultd divergente a la proteina paraloga EhRAD54b, se
observa el péptido antigénico sintético (color azul) que corresponde a una region
expuesta al solvente en su mayor parte, formado por un loop integrado por los
aminoacidos Lisina (Lys -K) 92 a la Leucina (Leu - L) 96 y parte de una hoja beta
plegada que va desde el acido glutamico (Glu — E) 97 a la Fenilalanina (Phe — F)
106.

La secuencia de 15 aminoacidos fue sintetizada por la compaiia extranjera

Genemed Synthesis Inc. (www.genemedsyn.com) acoplada a un sistema de

antigenicidad multiple (MAP) de ocho ramas asimétrico.
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Figura 22: Identificacion de las determinantes antigénicas de la secuencia de 884 residuos
correspondiente a la proteina EhRAD54 por las herramientas bioinformaticas del sitio de la
Universidad de Harvard (http://mif.dfci.harvard.edu/tools/antigenic.pl).
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Tabla 2. Andlisis de las determinantes antigénicas de la proteina EnNRAD54 de Entamoeba

histolytica.
Posicion s . Posicion Determinantes para cada
inicial ecuencia final fragmento

1 5 QAPSVRLAK 13 0
2 21 IKLAFKFGCHAIDQ 34 0
3 76 PKLYYWCIF 84 0
4 92 KPG ILEVSFD KLLLF 106 1
5 136 NHIKVET 142 0
6 154 IDTGKCFVMS 163

7 165 KEVKVLISFPAEK 177

8 179 VNGSIFLQK 187

9 205 KKTVFVGRVLLS 216

10 219 AKGFVVPYKNAVIQ 232 0
11 244 EPDAVVLYQPTV 255 0
12 257 SRKEVAVVVDPLLGLKLRP 275

13 277 QKAGVKFMYDCVMG 290

14 309 GKTIQAVTLIWTLLR 323

15 331 TCKKVMVVAPSSLV 344

16 356 GDAAPRVVGVSCSG 369

17 382 GYAEIMVISYDQLRIHI 398

18 406 GWGLLICDE 414

19 423 IKSSQAVNR 431

20 434 TKRRVILSG 442

21 450 GEFYAMVSFVNPDVLGSLSAFK 471

22 503 RLTKLFIL 510

23 516 VNQKYLPPKVQHVVFCSLTPLQKKIYTALCNL 547

24 557 KKSCQFQILTALKKVSNHPWLIQDFVKTFPEVLDGILPK 595

25 606 GKTAFLAKLLAFLR 619

26 622 KEKIVIVSN 630

27 635 LNFIAHHCKKCGYPYIQLDGSVAA 658

28 673 LDEFIFLLSSKAGGCGLNL 691

29 693 GGANLVM 699

30 722 KKKCHIYRT 730

31 743 RQIKKLELAGKVVE 756

32 770 QLKELCAYKD 779

33 781 ACETHDLLGCTCGA 794

34 807 GKLEVLR 813

Se utilizaron las herramientas bioinformaticas del sitio de la universidad de Harvard

(http://mif.dfci.harvard.edu/tools/antigenic.pl) para la prediccion de determinantes antigénicas.

De color rojo se encuentran las determinantes que corresponden a las regiones divergentes entre las
secuencias de las proteinas EhRad54 y EhRad54b. De color azul una determinante antigénica real de 15

residuos comprendida entre la posicién 92 y 106 de EhRAD54.
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Figura 23: Superficie del extremo amino-terminal de la proteina EhnRAD54
de Entamoeba histolytica.
En color azul el péptido antigénico compuesto por 15 residuos

que en su mayoria se encuentra expuesto al solvente mediante un loop.
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INMUNIZACION DE RATONES BALB-C PARA LA OBTENCION DE
ANTICUERPOS

Para obtener anticuerpos policlonales especificos contra el péptido sintético
EhRAD54 se utilizaron cinco ratones Balb/C de 8 semanas de nacidos. Cuatro de
ellos se inocularon con 100 pg del péptido mas 50 pl de adyuvante TiterMax Gold,
el quinto se mantuvo sin inocular como control negativo. Para verificar que los
anticuerpos policlonales obtenidos reconocian al péptido sintético (PAS) se
realizaron ensayos de Dot blot, utilizando la técnica de goteo de péptido sintético
directamente sobre la membrana de nitrocelulosa, posterior al bloqueo se utilizd
el anticuerpo anti-péptido sintético a una diluciéon 1:1000 y 1:2000 de los ratones
1 y 2. Como controles negativos los sueros pre-inmunes de los mismos ratones a
una dilucién 1:2000. Como control negativo se utilizd a la proteina PTB de
humano (procesamiento del RNAm - spliceosoma) identificada por el anticuerpo
primario anti-histidinas. Como se observa en la figura 24 la identificacion del
anticuerpo hacia el péptido sintético es evidente, dando una menor sefial con el

suero pre-inmune.

Por otra parte, se realizaron ensayos de Western blot probando los sueros
inmunes del raton 1 y 2, observando que el anticuerpo reconoce al PAS-EhRAD54
(Figura 25) en diluciones que van desde 1:500, 1:1000 y 1:2000. Como controles
negativos se encuentran los carriles 1 y 5 correspondientes a los sueros pre-
inmunes de ambos ratones, respectivamente, a una dilucién de 1:500. La proteina
PTB humana etiquetada con un tracto de histidinas, en su extremo carboxilo-
terminal se identifica en el carril 9 como control positivo por el anticuerpo anti-

histidinas.
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Raton 1

Ratén 2

Figura 24. Inmunodeteccion del péptido sintético ENRAD54 por el anticuerpo anti- PAS EhRAD54.
Carril 1. Suero pre-inmune (controles negativos) a una dilucién 1:2000.
Carril 2. Suero inmune (dilucion 1:1000).
Carril 3. Suero inmune (dilucién 1:2000).
Carril 4. Control positivo: reconocimiento de la proteina recombinante PTB

por el anticuerpo anti — histidina.
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Dilucion

Figura 25. Inmunodeteccidn del péptido sintético EhRAD54 por el anticuerpo anti — PAS EhRAD54.
Carril 1, Suero pre-inmune (control negativo) a una dilucién 1:500.
Carriles 2, 3 y 4, Suero inmune 1:500, 1:1000 y 1:2000, respectivamente.
Carril 5, Control positivo: reconocimiento de la proteina recombinante PTB

por el anticuerpo anti — histidina.
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OBTENCION DE POLIPEPTIDO RECOMBINANTE EHRAD54-GST PARA
COMPROBAR LA FUNCIONALIDAD DE LOS ANTICUERPOS ESPECIFICOS.

El fragmento de 581 pb del extremo 5 "del gen Ehrad54 de Entamoeba histolytica
se amplificé a partir de ADN gendmico de trofozoitos mediante una reacciéon de
PCR, utilizando oligonucleétidos especificos sentido y antisentido con los sitios de
corte de las enzimas BamHI'y Xhol respectivamente. En la figura 26 se observa el
amplificado como banda Unica correspondiente al fragmento del gen EFhrad54 de

581 pares de bases.

El producto de PCR fue clonado en el vector pTZ57R/T del Kit InsTAclone PCR de
la compaiia Fermentas, disefiado para clonar fragmentos de ADN amplificados
por PCR. Para corroborar que la clonacién se realizd exitosamente se realizd un
ensayo de restriccién enzimatica utilizando a las enzimas BamHI y Xhol, cuyo
resultado se muestra en la figura 27. Se observa en los carriles 2, 3, 4 y 5 la
liberacién del fragmento de 581 pb correspondiente al fragmento del gen
Ehrad54. En el carrii 6 como control negativo se observa la construccién
pTZ57R/T -Ehrad54 sin restringir.
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Figura 26. Amplificacion de 581 pb correspondientes al fragmento del gen
Ehrad54 de Entamoeba histolytica. Gel de agarosa 1X tefiido con bromuro de etidio.

Carril 1. Marcadores de tamafio molécular de 1 Kb.

Carril 2, 3, 4 y 5. Banda Unica correspondiente al amplificado de 581 pares de bases.
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Figura 27. Restriccion enzimatica de la construccién pTZ57R/T-Ehrad54 .
Gel de agarosa 1X tefiido con bromuro de etidio.
Carril 1. Marcadores de tamafio molécular Lambda-HindIII.
Carriles 2, 3, 4 y 5. Banda Unica correspondiente a la liberacidon del fragmento de de 581 pares de
bases correspondiente al gen EArad54.
Carril 6. Construccion pTZ57R/T-£hrad54 sin restringir.
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Posteriormente, por restriccion enzimatica con las enzimas BamHI'y Xhdl se liberd
el fragmento del gen Ehrad54 y conjuntamente se linearizd el vector pGEX6p1
(GE Health Care). Mediante el andlisis electroforético en un gel de agarosa al 1%
TAE 1X y se observd que la resticcion enzimatica se llevé a cabo correctamente.
El vector pGEX6pl linearizado presentd un tamafio molecular de 4952 pb,
mientras que el vector pTZ57R/T linearizado presentd un tamafio molecular de
2886 pb. Por otro lado se observa el fragmento del gen EhArad54 liberado, que
presentd un tamafo molecular esperado de 581 pb (figura 28-A). Se cortd la
banda correspondiente al gen y al vector linearizado y se purificaron utilizando el
kit de Gene Clean II (descrito en materiales y métodos). Como se muestra en la
figura 28-B con el ADN purificado se realizd una elecroforesis en un gel de
agarosa al 1% TAE 1X para verificar la integridad del ADN purificado y estimar la
concentracion de cada uno de los fragmentos Ehrad54y pGEX6p1 usando 1,3y 5
microlitros de una dilucién de 1:10. La reaccion de ligacion del gen Ehrad54 en el

vector pGEX6p1 se realizd usando una relacion 1:3 (vector: inserto).
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Figura 28. Corrimiento electroforético en gel de agarosa TAE 1% del fragmento del gen Ehrad54y
del vector pGEX6p1 restringidos y purificados con fines de cuantificacion.
A: Dilucién 1:10 del fragmento del gen Ehrad54, con fines de cuantificacion.
Carril 1, Marcador de tamafio molecular Lambda — HindIII.
Carriles 2, 3y 4; 1, 3 y 5 microlitros, respectivamente, de la dilucion 1:10 del fragmento
de 581 pb del gen Ehrad54.
B: Relacion 1:3 vector pGEX6p1 — inserto £hrad54.
Carril 1, Fragmento del gen £hrad54 (10 microlitros) purificado, restringido y purificado
nuevamente a partir de la amplificacion de PCR.

Carril 2, Vector pGEX6p1 (2 microlitros) linearizado y purificado con un tamafio de 4952 pb.
Carril 3, Producto liberado (10 microlitros) de la construccion pTZ57R/T -Fhrad54 purificado.

Carril 4, Marcador de tamafio molecular Lambda — HindIII.
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Con base en los resultados anteriores, se transformaron bacterias competentes E£.
coli (DH5a) con 10 microlitros de la mezcla de ligacién y se obtuvo el ADN
plasmidico para verificar la presencia del vector pGEX6p1-Fhrad54. Para liberar el
inserto se realizd una digestion utilizando las enzimas BamHI'y Xhol , se realizd
una electroforesis de los productos de la digestién en gel de agarosa al 1% en
TAE 1X (Figura 29). Los resultados muestran que la ligacion fue exitosa ya que
cuatro de cinco clonas analizadas fueron positivas, mostrando la liberacion del
inserto con el tamano esperado de 581 pb y al plasmido lineal de 4.9 kb. Se tomé
al azar una clona positiva para secuenciarla y comprobar asi la identidad del
inserto clonado. El analisis de la secuencia de ADN mostré que corresponde al
gen Ehrad54 predicho.
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Figura 29. Restriccion enzimatica de la construccién pGEX6p1-Ehrad54.

Gel de agarosa TAE 1%. Carril 1. Marcadores de tamafio molécular Lambda-HindIII.

Carriles 3, 4, 5, 6 y 7. Clonas positivas con liberacién de inserto correspondiente
al gen Ehrad54 de 581 pb.

Carril 2. Clona negativa sin liberacion de inserto.
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Para inducir la expresidon de la proteina recombinante EhRAD54-GST se
transformaron bacterias £.co/i BL21 (DE3) pLysS con el plasmido pGEX6p1-
Ehrad54 y se indujo la expresion de la proteina EhRAD54- GST con IPTG 1mM
durante 1, 3 y 5 horas asi como toda la noche a 36°C en agitacion a 225 rpm. Los
581 pb correspondientes al fragmento del gen Ehrad54 codifican para una
proteina de 21.5 kDa que sumados a los 26 kDa de la proteina GST codificada
por el vector daran como resultado la sobreexpresidbn de una proteina
recombinante de 47.5 kDa. Una vez transcurrido este tiempo, el cultivo con las
bacterias transformadas se empastilld y se lisd para obtener las proteinas totales
con las cuales se realizd una electroforesis (SDS-PAGE al 10%). Después de tefiir
con azul de Coomassie, se observo la sobreexpresion de una proteina de 47.5 kDa
en los extractos de las bacterias inducidas por 3 y 5 horas (Figura 28 A), la cual
no aparece en el control de proteinas totales de bacterias no inducidas. Como
control se observa la induccion de la proteina de union GST de 26 kDa que resulta
de la transformacion de bacterias E.coli BL21 con 1 pl del vector pGEX6pl

circular sin inserto (Figura 30 A).

Para comprobar la identidad de la proteina expresada, se realizd un ensayo de
Western blot con extractos proteicos totales de las bacterias transformadas e
inducidas con IPTG, utilizando un anticuerpo monoclonal anti-GST. El anticuerpo
reconocid a una proteina que presenta un peso aparente de ~ 47.5 kDa, el cual
corresponde al peso molecular esperado para la EhRAD54-GST (Figura 30 B).
También se puede observar el reconocimiento inespecifico de algunas proteinas
bacterianas. Como control negativo se usaron extractos proteicos totales de
bacterias transformadas sin inducir. Como control positivo se muestra el
reconocimiento de la proteina GST con un peso aproximado de 26 kDa por el
anticuerpo anti — GST (Figura 31 B).
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Figura 30. Induccion de la proteina recombinante EnRAD54 - GST de Entamoeba histolytica.
A) Corrimiento electroforético en gel de acrilamida al 10% . Carril 1: Marcadores de peso
molecular Dual Color. Carril 2. Extractos totales de bacterias BL21 pLysS DE3 transformadas
totales sin inducir. Carril 3. Extractos bacterianos a una hora de induccién. Carril 4. Extractos
bacterianos a tres horas de induccidn. Carril 5. Extractos bacterianos a cinco horas de induccién.
B) Inmunodeteccién por Western Blot de la proteina EnRAD54 - GST de 47.5 kDa.

La flecha indica la localizacién de la proteina recombinante EhRRAD54 — GST en el peso molecular
esperado de 47.5 kDa.
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Figura 31. Induccién de la proteina de union GST.
A) Corrimiento electroforético en gel de acrilamida al 10%.
Carril 1: Marcadores de peso molecular Dual Color. Carril 2. Proteina GST purificada. Carril 3.
Extractos bacterianos posteriores a 3 horas de induccion.
B) Inmunodeteccion por Western Blot de la proteina GST de 26 kDa.

La flecha indica la localizacion de la proteina GST en el peso molecular esperado de 26 kDa.
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Una vez que se tenia estandarizada la expresién de proteina recombinante
EhRAD54-GST por bacterias BL21 pLysS DE3 transformadas con la construccién
pGEX6p1-Ehrad54, lo siguiente fue corroborar el reconocimiento de la misma por
el anticuerpo anti-péptido sintético EhRAD54. Para lo anterior se realizd un
ensayo de Western blot, previo corrimiento electroforético en gel de acrilamida al
10% vy su respectiva transferencia a membrana de nitrocelulosa utilizando los
mismos extractos bacterianos inducidos y sin inducir que en el ensayo anterior,
esta vez utilizando como primer anticuerpo al anti-péptido sintético en una
dilucion de 1:500 y como segundo anticuerpo un cabra anti — IgG de ratdon a una
dilucion de 1:2000. El resultado se muestra en la figura 32. Se observa
reconocimiento de la banda de 47.5 KDa anteriormente observada en los
extractos bacterianos. Esto indica que el anticuerpo anti-PAS EhRAD54 reconoce a
la proteina recombinante EhRAD54-GST de Entamoeba histolytica.
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Figura 32. Inmunodeteccion de la proteina recombinante EhRAD54-GST de Entamoeba histolytica
por el anticuerpo especifico anti — PAS EhRAD54. Carril 1. Marcador de peso molecular Dual
Color. Carril 2. Extractos de bacterias BL21 pLysS DE3 transformadas totales sin inducir como

control negativo. Carril 3. Extractos bacterianos a una hora de induccion. Carril 4. Extractos
bacterianos a tres horas de induccién. Carril 5. Extractos bacterianos a cinco horas de induccion.

Carril 6. Extractos bacterianos inducidos toda la noche.
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INMUNODETECCION DE LA PROTEINA EHRAD54 EN TROFOZOITOS DE
ENTAMOEBA HISTOL YTICA EN RESPUESTA AL DANO AL ADN

Para estudiar la expresidn y localizacion subcelular de la proteina nativa EhRAD54
de Entamoeba histolytica en respuesta al dafno al ADN, se obtuvieron extractos
nucleares (EN) y citoplasmicos (EC) de trofozoitos a los de 5 y 30 minutos
después de la irradiacién con luz UV y sin irradiar. Los extractos se cuantificaron
por el método de Brandford y se verificd la integridad de los mismos por medio de
un SDS-PAGE al 10%, que tefido con azul de coomasie nos permite observar el
bandeo caracteristico de las fracciones citoplasmica y nuclear (datos no
mostrados). Posteriormente se realizd un ensayo de Western blot utilizando el
suero anti-PAS EhRAD54 de ratdn previamente obtenido. Como control positivo,
se utilizd el anticuerpo policlonal de conejo anti-EhRAD51 previamente obtenido
por la Dra. Mavil Lépez Casamichana (Lopez-Casamichana et al, 2008). Para
identificar a la proteina ENRAD54 se utilizo el primer anticuerpo obtenido en ratén
a una dilucién 1:500 y el segundo anticuerpo de cabra anti — IgG de ratdon a una
dilucién 1:2000. Para la proteina EhRAD51 se utilizd el primer anticuerpo obtenido
en conejo a una dilucion 1:500 y el segundo anticuerpo de cabra anti — IgG de
conejo a una dilucién 1:4000. Como control del fraccionamiento nuclear y
citoplasmico de los extractos proteicos amibianos se realizaron ensayos de WB
utilizando anticuerpos anti-actina a una dilucién de 1:1000 y como segundo

anticuerpo un anti-IgG de raton (Figura 33, panel C).

Como se observa en panel A de la figura 33, la proteina EhRAD54 enddgena es
débilmente detectada en fracciones citoplasmicas y nucleares de trofozoitos sin
irradiar. Sin embargo su deteccidn se hace mas evidente en extractos nucleares y
citoplasmicos de trofozoitos irradiados y cosechados posterior a los 5 minutos del
tratamiento con luz UV. En lo que respecta a los extractos nucleares y
citoplasmicos de trofozoitos irradiados y cosechados posterior a los 30 minutos

del dafio genotdxico la proteina se vuelve imperceptible.
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La proteina EnRAD51 utilizada como control positivo muestra un patrén similar al
ya reportado (Lépez-Casamichana et al, 2008) (figura 33, panel B), ya que se
observa su mayor expresion en las fracciones citoplasmica y nucleares de
trofozoitos irradiados y cosechados al paso de 30 minutos de la irradiacion con luz
UV, siendo menos perceptible en fracciones citoplasmicas y nucleares de
trofozoitos no irradiados e irradiados y cosechados a los 5 minutos posteriores al

dafo.

En el panel C de la figura 33, se observa la inmunodeteccién de la proteina
mayoritariamente citoplasmica, Actina, lo que confirma que no hay contaminacion

entre ambos extractos.
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Figura 33. Inmunodeteccion de la proteina endégena EnRAD54 por Western
blot usando los anticuerpos policlonales anti-PSA EhRAD54.
A. Inmunodeteccion de la proteina endégena EhRAD54.
B. Inmunodeteccion de la proteina endégena EhRADS51 (control positivo).
C. Inmunodeteccidn ce la proteina actina como control de fraccionamiento proteico.
Carril 1 y 2. Extractos citoplasmicos y nucleares de trofozoitos sin irradiar.
Carril 3 y 4. Extractos citoplasmicos y nucleares de trofozoitos irradiados con luz UV y cosechados
después de 5 minutos del dafio genotdxico.
Carril 5y 6. Extractos citoplasmicos y nucleares de trofozoitos irradiados con luz UV y cosechados
después de 30 minutos del dafio genotoxico.
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DISCUSION

Los parasitos protozoarios son capaces de modificar su fenotipo, en particular en
aspectos relacionada con la variacién antigénica, multirresistencia a drogas vy
virulencia, para poder sobrevivir en el huésped. Particularmente, los trofozoitos de
Entamoeba histolytica, el parasito responsable de la amibiasis humana,
catalogada por la OMS en el afio 2000 como la tercer causa de muerte por
parasitos a nivel mundial y uno de los principales problemas de salud en México,
presentan varios grados de virulencia en el huésped, incluyendo una infeccién
asintomatica, una disenteria o amibiasis intestinal caracterizada por cuadros
inespecificos de diarrea e inflamacion abdominal, y la formacién de abcesos
hepaticos que pueden ser mortales al producir shock séptico, infeccion secundaria
a otros drganos, perforacion con peritonitis y formacion de fistulas (Sanchez-
Pobre et al,, 2004). El hecho de que exista esta variedad de formas clinicas refleja
una gran plasticidad del genoma del parasito con rearreglos genomicos para
modificar la expresidn genética, probablemente asociados a eventos de

recombinacion homdloga durante la replicacion del ADN.

Recientemente, nuestro grupo de trabajo reportd la identificacion de la posible
maquinaria de RH en Entamoeba histolytica. También estandarizd un modelo de
irradiacion de trofozoitos con luz UV para producir DSB en ellos, lo que induce la
activacion de procesos de recombinacion homdloga para desencadenar los
mecanismos de restauracion de la integridad del ADN y asi, la sobrevivencia de
los parasitos (Lépez-Casamichana et a/, 2008). Mediante ensayos de RT-PCR y
microarreglos, se observo que la expresion génica de la maquinaria de RH en £
histolytica no es coordinada. Particularmente, el gen £hrad54 se expresa de forma
constitutiva, aumentando su expresidon ante el estimulo de luz UV a los 5 minutos
posteriores al dafio del DNA, mientras que el gen paralogo Ehrad54b no parece
transcribirse bajo estas condiciones experimentales (Lopez-Casamichana et al,
2008; Lépez-Camarillo et al., enviado). Esto sugiere que Ehrad54 podria ser un
marcador de respuesta temprana en el mecanismo de RH en E. Ahistolytica.
Tambien sugiere la presencia de secuencias reguladoras conservadas que

permiten la induccién de la transcripcion en respuesta al estrés, como lo es la luz
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UV. En particular, estas secuencias podrian estar presentes en el promotor del
gen FEhrad54 y ausente en el del gen Fhrad54b, explicando la expresion

diferencial de estos genes paralogos.

En este trabajo, caracterizamos estructuralmente a los promotores de los genes
sobreexpresados en respuesta al dano al ADN en el ensayo de microarrgelos
(Lépez-Camarillo et al, enviado), incluyendo al del gen FEhrad54. Tambien
incluims al promotor del gen paralogo EhArad54b. Los promotores contienen
mayoritariamente adenina y timina, lo que concuerda con la literatura que reporta
que el genoma de E. histolytica es rico en adeninas y timinas, con

aproximadamente un 78% (Sterling et al,, 2004).

De manera interesante, secuencias reguladoras aparentemente basicas para la
transcripcion de E. histolytica como son: la caja TATA, el elemento Inr y el
elemento GAAC (Singh y Rogers, 1997), sblo se encontaron en el 37%, 10% vy
53% de las secuencias analizadas, respectivamente, lo que es congruente con los
datos reportados recientemente por Hackney y colaboradores (2007). Lo anterior
muestra que la informacién obtenida a partir del analisis de un pequefio numero
de genes no siempre puede generalizarse. El conocimiento del genoma de £
histolytica permite analizar un mayor numero de genes y asi obtener datos mas
veraces, en particular con respeto a la frecuencia de secuencias reguladoras como
la caja TATA, el elemento Inr y el elemento GAAC. Tambien sugiere que E.
histolytica podria contar con otros elementos reguladores, ademas de los ya

mencionados, para dar inicio al proceso de transcripcion.

La presencia del elemento de choque térmico HSE en 11 de las 29 secuencias
analizadas, sugiere que el estimulo nocivo de la luz UV podria considerarse como
un factor de estrés para los trofozoitos, favoreciendo la union de un factor de
transcripcion al elemento HSE para aumentar la transcripcion de proteinas
involucrados en la sobrevivencia del parasito, incluyendo genes de la maquinaria
de RH para la reparacion del ADN. Sin embargo, este elemento esta ausente en
18 promotores, lo que indica que otras secuencias intervienen para regular la

transcripcion en respuesta al dafio al ADN.
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Una de estas secuencias podria ser el elemento M29, ya que se encontrd en todos
los promotores analizados. Ademas coincide con los MOTIVOS 1 y 5, también
encontrados en todos los promotores, ya que ambos contienen la secuencia
GAAGA. En particular, el motivo M29 y el MOTIVO 1 estan presentes en la region
promotora del gen £hrad54 pero no en el promotor del gen paralogo £hrad54b, lo
que podria explicar la expresion diferencial de ambos genes en respuesta al dano
al ADN. También es posible que los motivos presentes en el promotor del gen
Ehrad54b sean activados en respuesta a otro estimulo o bajo otras condiciones.
Otra secuencia podria ser el MOTIVO 3 presente en todos los promotores de
genes inducidos a los 5 minutos post irradiacién. Este motivo pudiera ser el
responsable de la respuesta transcripcional temprana en respuesta al dano al
ADN. Por otra parte, casi todos los promotores de genes inducidos a las 3 horas
post irradiacion contienen el MOTIVO 4 que pudiera regular la transcripcion en

eventos mas tardios en respuesta al dafo genotdxico.

Para conocer mas acerca de la regulacion de los eventos moleculares de la RH en
E. histolytica, nos enfocamos al estudio de la proteina codificada por el gen
Ehrad54. El gen localizado en el locus EHI103840 en el Pathema
(http://pathema.jcvi.org/cgi-bin/Entamoeba/PathemaHomePage.cgi) codifica una
proteina de 884 aminoacidos (100 kDa), cuya secuencia mantiene altos
porcentajes de identidad y homologia con proteinas RAD54 de otros organismos y
esta filogenéticamente relacionada con las mismas. Esta proteina cuenta con los
motivos estructurales y funcionales (SNF2, 1 dominio de helicasa con 7 motivos
conservados incluyendo al motivo DEGH) caracteristicos de esta familia de
proteinas. Ademas la estructura tridimensional modelada presenta un
plegamiento con la tipica estructura bilobulada de las proteinas RAD54, la cual
divide al dominio de helicasa en dos partes, a saber DH1 (Dominio de Helicasa 1)
y DH2 (Dominio de Helicasa 2) ubicados en los extremos carboxilo y amino
terminal, respectivamente (Thoma et a/., 2005). En el lI6bulo que corresponde al
dominio DH1 se localizan cuatro de los siete motivos caracteristicos de la
superfamilia de helicasas SNF2: I - CIMADEMGLGKTLQ, Ia — KPEIDKVI
VVSPSSLVRNW , II - VGLVICDEGHR vy III — RRVLISGTPIQN, mientas que en el
segundo lébulo (DH2) encontramos a los motivos IV - DKVVLVSNYTQTLDL, V
FMLSSKAGGCGLNLIG y VI LVMFDPDWNPANDEQAM ARVW (Thoma et a/., 2005).
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El motivo ReslIII identificado en la proteina EhRAD54 es caracteristico de las
endonucleasas de restriccion tipo III, las cuales son hetero — oligoméricas, vy
proteinas multifuncionales compuesta de dos subunidades, Res y Mod. La
subunidad Mod reconoce secuencias de ADN metiltransferasa especificas, esto
equivale funcionalmente a las subunidades M y S de las endonucleasas de
restriccion I. Res es requerida para restringir, sin embargo no posee actividad
enzimatica por si sola. En bacterias, las enzimas tipo III reconocen secuencias
cortas asimétricas de 5 a 6 pb de longitud y escinden de 25 a 27 pb rio abajo de
esta para formar pequenos extremos cohesivos de cadena sencilla; requieren la
presencia de dos sitios de reconocimiento no metilados orientados inversamente
para que la restriccién ocurra. Las enzimas tipo III pertenecen a la subfamilia
beta de metiltransferasas adenina N-6, conteniendo siete motivos caracteristicos
de esta familia incluyendo el motivo I, el sitio de unidn AdoMet (FXGXG), y el
motivo IV siendo esta la region catalitica (S/D/N (PP) Y/F) (Thoma et al., 2005).
La presencia del motivo ReslII, podria explicar que las proteinas RAD54 carezcan
de la funcidon de helicasa a pesar de tener el motivo SNF2, y actlan como

translocasas de ADN.

Todos estos datos sugieren que la proteina codificada por el gen Ehrad54 podria
ser una RAD54 y que pudiera desempenar una funcion similar a la ya reportada
para estas proteinas en otros organismos, principalmente destacando su

participacion en el evento de RH para reparar DSB.

Para investigar su posible participacion en el mecanismo de RH en E. histolytica,
evaluamos la expresion y localizacion celular de la proteina ERRAD54 en respuesta
al dafio al ADN. Para lo anterior, se disefid un péptido antigénico sintético (PAS)
de 15 residuos correspondiente a una secuencia del extremo amino terminal de la
proteina EhRAD54, para inocularlo en ratones y obtener anticuerpos especificos
contra la proteina EhRAD54 de E. histolytica. Estos anticuerpos reconocieron de
manera especifica al polipéptido recombinante EhRAD54-GST DE 47.5 kDa en

ensayos de Western Blot, confirmando la funcionalidad de los anticuerpos.
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La inmunodeteccidn de la proteina EhRAD54 enddgena de 100 kDa en extractos
nucleares de trofozoitos no irradiados indica que el gen Ehrad54 se expresa de
manera constitutiva, lo que es congruente con los resultados de la RT-PCR (Lépez
Casamichana et a/, 2008). Esto sugiere que la proteina participa en eventos de
recombinacion del ADN, probablemente durante la replicacion del ADN
contribuyendo asi a la variabilidad genética de los trofozoitos. El aumento de la
expresion de la proteina EhRAD54 a los 5 minutos después de la irradiacion
coincide con la sobreexpresion del gen EFhrad54 observada en el ensayo de
microarreglos (LOpez Camarillo et al, enviado), confirmando que la proteina
EhRAD54 podria participar en etapas tempranas del proceso de reparacion del
ADN por RH, probablemente asociada a la proteina EhRAD51. El hecho de no
detectar a la porteina EhRAD54 a los 30 minutos posteriores al dafio genotdxico
sugiere que esta proteina se degrada después de haber cumplido su funcién de
estabilizar al nucleofilamento y contribuir a la busqueda de la homologia
interactuando con EhRAD51. Otra hipdtesis podria hacer referencia a un posible
enmascaramiento del epitope de la proteina EhRAD54 por algun complejo
proteico, estos elementos pudieran ser las proteinas EhnRAD55 y EhRAD57, sin
embargo esta hipdtesis implica que la interaccidén de estas proteinas es resistente

al proceso de desnaturalizacion de la electroforesis.

Basandonos en los resultados anteriores, se propone un modelo hipotético (Figura
34) para la reparacién temprana de DSB en E. histolytica mediante la proteina
EhRAD54: cuando se genera DSB en el genoma de E. histolytica, la maquinaria
del grupo de epistasis EhnRAD52, comienzaria su accion para reparar el ADN. Lo
anterior, podria involucrar la adhesion de la proteina EhRAD51 a la cadena
sencilla de ADN, y es precisamente en este paso, donde la proteina EhRAD54
podria cumplir su funcion en las primeras etapas de reparacion (5 minutos),
asociandose al nucleofilamento estabilizandolo y favoreciendo la busqueda de
homologia. Posterior a esto, se proponen dos opciones, que la proteina EhNRAD54
se degrade después de cumplir con esta funcion o que forme parte de un

complejo proteico mayor donde intervengan mas proteinas del grupo de epistasis
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como lo son EhRAD55 y EhRADS57 (30 minutos), sin embargo, se necesita
ahondar mas en este mecanismo para confirmar alguna de nuestras hipétesis.
Como resultado, se llevaria a cabo la correcta reparacién del ADN mediante RH,
contribuyendo no sdélo a mantener la integridad del genoma sino a su

consecuente variabilidad.

GRUPO DE
EhRAD54 EPISTASIS
Dafio al DNA Reparacién de
S (B () >

5 minutos 30 minutos

Figura 34. Modelo hipotético del papel de la proteina EnRAD54 en la reparacién de DSB
mediante el proceso de recombinacién homologa. ERRAD54 interacciona con la
recombinasa EhRAD51 en tiempos tempranos para reparar DSB.
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CONCLUSIONES

1.- Se identificaron secuencias reguladoras conservadas en las regiones

promotoras de genes de £. histolytica inducidos por el dafo al DNA.

2. Las secuencias reguladoras identificadas en el promotor del gen EArad54 no
estan presentes en el promotor del gen Ehrad54b, lo que pudiera explicar el

comportamiento diferente de estos genes paralogos.

3.- El gen FEhrad54 codifica para una proteina que presenta todas las

caracteristicas estructurales de la familia RAD54.

4.- Utilizando un péptido antigénico sintético, se generaron anticuerpos
especificos contra la proteina EnRAD54 de £. histolytica, los cuales fueron capaces
de inmunodetectar al polipéptido EhRRAD54-GST recombinante, confirmando su

funcionalidad.

5. La expresidn constitutiva de la proteina EhRAD54 en extractos nucleares de
trofozoitos sugiere su participacion en eventos de recombinacion durante la

replicacion del ADN.

6. Su sobreexpresidn en extractos nucleares de trofozoitos irradiados vy
cosechados a los 5 minutos posteriores del dafio con luz UV, sugiere su posible

participacion en la reparacion del ADN por RH.
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PERSPECTIVAS

Este trabajo tiene dos perspectivas principales: la validacion de las secuencias
identificadas en los promotores de los genes inducidos en respuesta al estimulo
con luz UV y el conocimiento del papel que juega la proteina EhRAD54 de
Entamoeba histolytica en el proceso de RH. En particular, consideramos que es

necesario:

1. Verificar si existen proteinas nucleraes de trofozoitos capaces de reconocer

las secuencias reguladoras conservadas en los promotores.

2. Realizar ensayos de coinmuno-localizacion de EhRAD54 con la proteina
EhRAD51, en los trofozoitos.

3. Realizar ensayos de coinmuno-precipitacion para verificar la interaccion
entre EhRAD54 y EhRADS1.

4. Realizar los ensayos funcionales (ensayo de ATPasa, interaccion con el
ADN, formacion de D-loop, entre otros) que permiten confirmar que la
proteina de amiba es una RAD54 que participa en el proceso de RH en este

parasito.
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