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RESUMEN

Entamoeba histolytica es un eucarionte que posee organelos citoplasmicos
conocidos como EhkOs, los cuales presentan una doble membrana y contienen
DNA. Este DNA ha sido detectado con naranja de acridina, ioduro de propidio y
mediante marcaje con timidina tritiada. En los EhkOs se ha identificado a la enzima
EhPFO vy a los factores de transcripcion EhTBP, EnC/EBP y Ehp53. Actualmente no
se conoce ni el origen ni la funcién de este organelo en este protozoario, por lo cual,
para abordar el estudio de los mismos, hemos trabajado en su purificacion y, dado
que los EhkOs contienen DNA, nos dimos a la tarea de buscar una DNA polimerasa
que pudiera estar relacionada con estos organelos.

La replicacion del DNA de todos los seres vivos se lleva a cabo por medio de
DNA polimerasas, las cuales pueden variar en su composicion de polipéptidos y
propiedades cataliticas (procesividad, fidelidad y tasa de extension de la cadena).
Las DNA polimerasas se agrupan en diferentes familias con base en la similitud de
sus secuencias. La familia B se caracteriza por la presencia de hasta seis regiones
conservadas (I a VI) e incluye a las polimerasas replicativas tipo o de eucariontes, las
de arqueobacterias, las virales, las de bacteriofagos (como T4 y RB69) y las DNA
polimerasas codificadas en plasmidos mitocondriales de varios hongos y plantas.

La maquinaria de replicacion en E. histolytica es poco conocida.
Investigaciones concernientes al tipo de DNA polimerasas existentes en este parasito
revelaron que su actividad es inhibida con afidicolina, un inhibidor especifico de las

DNA polimerasas de mamifero o, d y ¢, todas ellas pertenecientes a la familia B.

Xvii
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Como resultado de la busqueda de probables DNA polimerasas relacionadas con
organelos mitocondriales en E. histolytica, en el presente trabajo identificamos una
familia de cuatro genes de DNA polimerasas (Ehodp1, Ehodp2, Ehodp3 y Ehodp4)
que tienen similitud con DNA polimerasas codificadas en plasmidos mitocondriales
de hongos y plantas. Por medio de RT-PCR observamos que los cuatro genes se
expresan en los trofozoitos de manera diferencial. El analisis de las secuencias de
las proteinas codificadas por los cuatro genes reveld6 que todas conservan los
dominios cataliticos y las secuencias caracteristicas que las clasifican como DNA
polimerasas de la familia B.

También clonamos un fragmento del gen Ehodp1 y lo expresamos en E. coli
BL21(DE3) para producir la proteina recombinante (rEhODP1-168), la cual
purificamos mediante cromatografia de afinidad. Con esta proteina inmunizamos
ratas y obtuvimos anticuerpos especificos contra EhODP1. Por medio de
inmunofluorescencia y microscopia confocal utilizando estos anticuerpos localizamos
a la proteina EhODP1 en los EhkOs lo cual sugiere que EhODP1 puede estar
relacionada con la replicacion del DNA de EhkO. Por otro lado, empleando la técnica
de PCR in situ se determiné la ubicacion del gen en los trofozoitos y lo encontramos
tanto en el nucleo como en el EhkO, lo cual nos indicdé que podria existir una
estrecha relacion entre estos organelos.

Con el presente trabajo se generd el primer reporte acerca de la existencia de
este tipo de DNA polimerasas en E. histolytica, cuyo estudio contribuira al

conocimiento de la biologia y la evolucién de este importante patégeno humano.
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ABSTRACT

Entamoeba histolytica is a eukaryote that has the cytoplasmic organelles
known as EhkOs. These organelles have a double membrane and contain DNA,
which has been detected using acridine orange and propidium iodide staining, and
also by *H-tymidine labeling. In addition, the ERPFO enzyme and EhTBP, EhC/EBP
and Ehp53 transcription factors have been detected in these organelles. However,
origin and function of this organelle remain unknown. If EnkOs have DNA, then there
might be a DNA polymerase involved in their DNA replication. Therefore, we
performed a search for a putative DNA polymerase that could be related to these
organelles.

DNA replication in living cells is carried out by DNA polymerases, which can
have differences in number of polypeptides and catalytic properties such as
processivity, fidelity and DNA chain extension rates. DNA polymerases are grouped
in several families based on sequence similarity. Family B is characterized by the
presence of up to six conserved regions (I to VI). It includes replicative DNA
polymerases of a type from eukaryotes, those from archaebacteria, some viral DNA
polymerases, from bacteriophages (such as T4 and RB69 DNA polymerases), and
DNA polymerases encoded in mitochondrial plasmids in some fungi and plants.

The E. histolytica replication machinery is poorly studied. Some research
groups have found that the DNA polymerase activity is blocked by aphidicolin, a
specific inhibitor of mammalian a, & and € DNA polymerases belonging to family B. In

this work we report the identification of a family of four active genes (Ehodp1,
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Ehodp2, Ehodp3, and Ehodp4) encoding putative DNA polymerases in E. histolytica,
which showed similarity to DNA polymerases encoded in fungi and plant
mitochondrial plasmids. We determined by RT-PCR that the four genes are
differentially expressed in trophozoites. Sequence analysis of proteins encoded by
the four genes revealed that all conserve the catalytic domain and the characteristic
sequences that allowed to classify them as DNA polymerases of family B.

We also cloned and expressed a fragment of the Ehodp? gene in E. coli
BL21(DE3) to produce the recombinant rEnODP1-168 polypeptide purified by affinity
chromatography. This recombinant protein was used to immunize rats in order to
obtain EhODP1 specific polyclonal antibodies. Anti-rEhODP1 antibodies were used
for the immunolocalization of EhODP1 in EhkOs by immunofluorescence and
confocal microscopy. We also determined by in situ PCR the localization of the
Ehodp1 in nuclei and EhkOs, which suggests a relationship between these two
organelles.

From the present work, we generated the first report about this type of DNA
polymerases in E. histolytica. The study of these molecules will contribute to the

better understanding of the biology and evolution of this human pathogen.
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I. INTRODUCCION

1. DESCRIPCION DE Entamoeba histolytica

1.1. Clasificaciéon taxonémica

Entamoeba histolytica forma parte del superreino Eucariota, reino Protista,
subreino Protozoa, filum Sarcomastigofora, subfilum Sarcodina, superclase
Rhizopoda (protozoos formadores de seuddpodos), de la clase Lobosea, del orden
Amoebida, la familia Entamoebidae, género Entamoeba y especie histolytica (Ravdin,

1986; Martinez -Palomo, 1987).

1.2. Importancia en Salud

El protozoario parasito Entamoeba histolytica es el agente causal de la
amibiasis intestinal humana. La organizacion mundial de la salud reporté que
alrededor de 500 millones de seres humanos se encuentran infectados con este
microorganismo y que alrededor de 100,000 personas mueren anualmente como
consecuencia de esta parasitosis (WHO, 1997). Se calcula que ocupa el segundo
lugar en las muertes de origen parasitario en el mundo, sélo superada por la malaria
(Petri, 1999).

Esta enfermedad se encuentra con alta frecuencia en paises en vias de
desarrollo, esta relacionada con la pobreza, la ignorancia, malas condiciones

sanitarias, con el hacinamiento y la desnutricion (Sepulveda, 1982). La amibiasis esta
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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 (Ravdin, 1995).

En México la amibiasis constituye un serio problema de salud publica, ya que
esta dentro de las diez primeras causas de mortalidad infantil por problemas
gastrointestinales (Conde-Bonfil y Mor-Zherpa, 1992). El sistema nacional de
vigilancia epidemiolégica reportd en el afio 2005 una variacién en las frecuencias de
los casos de amibiasis del 23 al 57%, empleando diferentes técnicas de diagndstico
y varios subgrupos poblacionales. En 2009, los estados de Tabasco, Oaxaca,
Guerrero y Yucatan ocuparon los primeros lugares en indice de amibiasis intestinal.
Ademas, se ha observado un aumento en la formacion de abscesos hepaticos,
presentandose con mayor incidencia en los estados de Oaxaca, Tabasco y Guerrero

(http://www.dgepi.salud.gob.mx/sinave/sinave1.htm).

1.3. Ciclo de vida

En el ciclo de vida de E. histolytica se distinguen dos fases principales, una de
quiste y otra de trofozoito (Fig. 1). El quiste es la forma infectiva del parasito. Mide
generalmente de 12 a 15 um de diametro (Clark y Diamond, 1992), es esférico y esta
rodeado de una pared quitinosa que lo protege del medio ambiente; es tetranucleado
y cada nucleo posee un cariosoma central (Fig. 2a). La infeccidn se inicia por la
ingestion de los quistes presentes generalmente en alimentos y agua contaminados
con heces fecales. Una vez en el intestino, se realiza el proceso de
desenquistamiento, cuya induccion inicia en el estomago por el pH acido. En el

desenquistamiento se origina un protoplasto desnudo tetranucleado. Cada uno de los
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nucleos sufre un proceso de division y el protoplasto se divide inmediatamente para
originar ocho trofozoitos metaquisticos uninucleados. Estos trofozoitos migran al
ciego, donde se adhieren a la mucosa y sufren un proceso de maduracion para dar
lugar a trofozoitos activos que colonizan la mucosa intestinal. Finalmente, los
trofozoitos forman quistes que son eliminados en la materia fecal, pudiendo infectar a
otros individuos completando el ciclo de vida (Fig. 1) (Ravdin, 1986; Ravdin, 1995).
Los trofozoitos pueden también eventualmente pasar a otros 6érganos como el higado

y el cerebro (Guerrant, 1986).

1.4. Estructura del trofozoito

El trofozoito amibiano varia entre 10 y 60 um y mas frecuentemente entre 15y
30 um (Fig. 2b). Es una célula pleomoérfica muy dinamica cuya forma y movilidad es
altamente sensible a los cambios de su microambiente, como la temperatura, el pH,

la osmolaridad y el potencial redox (Pumarola y col., 1991).

1.4.1. El nucleo de E. histolytica

El ndcleo tiene de 4 a 7 um de diametro. Por microscopia electronica de
transmision y criofractura se distingue la organizacion de la membrana nuclear como
una bicapa lipidica y cuya lamina nuclear es igual a la de otros eucariontes. La masa
de cromatina se halla distribuida generalmente en forma periférica y un cariosoma
central (Fig. 2c) pero en ocasiones se puede encontrar adherida a la cara interna de
la membrana nuclear (Martinez-Palomo, 1982). Por la parte interna de la membrana

nuclear se localiza la pericromatina que es una estructura granular con alto contenido
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de RNA (Pan y German, 1955; Torres-Guerrero y col., 1991). Esta pericromatina es
activa en la sintesis de RNA y ademas, cuando los trofozoitos se crecen en medio de
cultivo suplementado con *H-Timidina se observa la incorporacién de la marca en
todo el nucleo indicando que la pericromatina también tiene DNA (Albach y col.,

1977).

1.4.2. La membranay el citoplasma

Los trofozoitos se caracterizan por tener una membrana plasmatica muy
dindamica y que se recambia constantemente por endo y exocitosis, la cual tiene una
composicion colesterol-fosfolipidos muy parecida a la de otras membranas celulares
tipicas; sin embargo, la composicién lipidica de las membranas de las vesiculas
internas es diferente a la membrana externa. Asi, la fosfatidilcolina (FC) predomina
en las membranas vesiculares junto con la fosfatidiletanolamina (FE), mientras que la
membrana plasmatica es deficiente en FC y FE y esta enriquecida con ceramida
aminoetil-fosfonato, fosfolipido que es resistente a la fosfolipasa. Presenta en el
citoplasma numerosas vacuolas circulares de 0.5 a 0.9 um las cuales estan
delimitadas por una membrana bien definida de 17 nm (Proctor y Gregory, 1973).
Estas vacuolas pueden ser fagociticas, macro o micropinociticas, lisosomas
primarios o secundarios, cuerpos residuales y vacuolas autofagicas (Martinez-
Palomo, 1989).

No obstante, E. histolytica carece de un aparato de Golgi y un reticulo
endoplasmico rugoso bien definidos, caracteristicos de las células eucariontes. En

los trofozoitos han sido identificadas estructuras vesiculares que muestran
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Figura 1. Ciclo de vida de Entamoeba histolytica. 1. Los quistes contaminan a alimentos y
agua. 2. Infeccién por quistes maduros presentes en agua y alimentos contaminados. 3. El
desenquistamiento inicia en la primera porcion del colon. Un trofozoito con cuatro nucleos
emerge y se divide para producir ocho trofozoitos uninucleados a partir de cada quiste. 4.
Los trofozoitos se multiplican por fisién binaria y pueden crecer y multiplicarse sin producir
sintomas (A) o pueden invadir la mucosa intestinal produciendo la disenteria amibiana (B).
Se puede presentar la infeccion extraintestinal cuando los trofozoitos migran a través de la
sangre, infectando o6rganos como el higado, cerebro y pulmones (C). 5. Proceso de
enquistamiento que involucra la formacion secuencial de un quiste inmaduro, un quiste
binucleado en proceso de maduraciéon y un quiste tetranucleado maduro, el cual sale del

huésped en las heces y puede infectar a mas personas (Modificado del Centers for Disease
Control and Prevention, USA, www.cdc.gov).
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Figura 2. Morfologia de Entamoeba histolytica. (a) Quistes con 4 nucleos visibles donde
también puede observarse un cuerpo “cromatoide” eliptico. (b) En el nucleo de un trofozoito
se observa una cromatina periférica distribuida uniformemente y un pequefio cariosoma
localizado en el centro. (c) Diferentes tamafnos y morfologias de trofozoitos amibianos
observados por microscopia de luz. (a) y (b) Fueron tomadas del Atlas of Medical
Parasitology (http://www.cdfound.to.it/html/enta3.htm). (c) Imagenes obtenidas en el presente
trabajo.
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marcadores y actividades enzimaticas de estos organelos eucarioticos, si bien, con

una apariencia diferente (Mazzuco y col., 1997; Ghosh y col., 1999).

2. GENES Y PROTEINAS MITOCONDRIALES EN E. histolytica

E. histolytica es un eucarionte que ha sufrido una pérdida secundaria de la
mitocondria (Clark y Roger, 1995; Bakatselou y col., 2003). A pesar de que en su
genoma no se han encontrado secuencias que codifiquen para enzimas del ciclo de
los acidos tricarboxilicos y de la cadena respiratoria (Loftus y col.,, 2005), este
parasito posee diferentes genes que codifican proteinas relacionadas con
mitocondrias.

El gen hsp70 de tipo mitocondrial se detectd en los trofozoitos amibianos y se
ha clonado y secuenciado (Bakatselou y col., 2000; Arisue y col., 2002). El gen hsp60
que codifica para la chaperonina mitocondrial Hsp60/Cpn60, también fue clonado y
se demostroé que fue capaz de complementar mutantes en groEl en Escherichia coli
(Mai y col., 1999); ademas, se report6 la caracterizacion del gen que codifica para la
chaperonina Cpn10, la cual es la pareja funcional de Cpn60 (van der Giezen y col.,
2005).

En los trofozoitos se ha detectado la actividad de la enzima nicotinamida
nucledtido transhidrogenasa que cataliza reversiblemente el intercambio de
hidrogeno entre el NADP* y el NAD*, posteriormente se clond el gen que codifica
para la piridina nucleotido transhidrogenasa (PNT) (Harlow y col., 1976; Clark y

Roger, 1995). También se ha reportado la presencia de la coenzima Q (ubiquinona),
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la cual transporta electrones en la cadena de transferencia de electrones asociada a
la membrana de las mitocondrias, en otras membranas y en bacterias (Ellis y col.,
1994).

En 1996 se clond el gen amibiano que codifica para la piruvato:ferredoxina
oxidorreductasa (PFO) (Rodriguez y col., 1996) y posteriormente la proteina EhPFO
fue detectada con anticuerpos policlonales en estructuras citoplasmicas en los
trofozoitos (Rodriguez y col., 1998). Esta enzima, la cual cataliza la descarboxilacion
oxidativa del piruvato en microorganismos fermentativos (Bui y col., 1996; Mdller,
1997), ha sido localizada en los hidrogenosomas en Trichomonas vaginalis, los
cuales tienen un origen evolutivo comun con las mitocondrias (Williams y col., 1987;

Bui y col., 1996; Muller, 1997; Embley y col., 2003).

3. ORGANELOS CON CARACTERISTICAS MITOCONDRIALES EN E.

histolytica

En E. histolytica se han identificado algunos organelos con caracteristicas
especiales y que los relacionan con mitocondrias, los cuales se describen a

continuacion.

3.1. EhkO
EhkO es un organelo citoplasmico en el cual se ha detectado la presencia de
DNA manejando diferentes técnicas, como tincién con el colorante naranja de

acridina, por tincién con ioduro de propidio, por marcaje con timidina tritiada y
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autorradiografia, y sombreado con platino-carbén, empleando técnicas de
microscopia Optica, confocal y electrénica (Orozco y col., 1997; Solis y col., 2002;
Luna-Arias y col., 2003) (Fig. 3). Orozco y col. (1997) obtuvieron el DNA a partir de
una fraccidén enriquecida con EhkOs y observaron que el DNA estd formado por
redes con un tamano aproximado de 14.5 x 4 uym compuestas de cientos de
minicirculos de 0.4 a 0.8 kb y algunos “loops” de DNA. Dado que estas estructuras
son semejantes a la estructura del DNA del cinetoplasto de los tripanosomatidos, se
nombré a este organelo como Entamoeba histolytica kinetoplast-like organelle o
“‘EhkO” (Orozco y col., 1997).

Se ha observado que los EhkOs miden entre 1 y 5 um de diametro (Orozco y
col., 1997: Rodriguez y col., 1998; Luna-Arias y col., 2003), tienen una membrana
morfolégicamente diferente a la membrana nuclear y contienen material
electrondenso con una distribucion transversal, parte del cual puede corresponder a
DNA, mientras que el nucleo tiene una distribucion al centro y en la periferia (Fig. 3d)
(Solis y col., 2002).

Los EhkOs estan compuestos por vesiculas de 0.1 a 1 um de diametro, que
contienen DNA y que se asocian entre si para formar EhkOs de diferentes tamafos
(Solis y col., 2002; Luna-Arias y col., 2003).

Utilizando anticuerpos contra proteinas heterdlogas se han detectado en los
EhkOs a los factores de transcripcién nuclear C/EBP y p53 (Marchat y col., 2003;
Mendoza y col., 2003) y empleando anticuerpos contra proteinas amibianas recom-
binantes se han inmunolocalizado también a la proteina de unién a la caja TATA

(TBP) (Luna-Arias y col., 1999), a la ATPasa vacuolar (Melendez y col., 2008) y a la
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Figura 3. Identificacion del EhkO en trofozoitos de E. histolytica. (a) Microscopia de
fluorescencia de trofozoitos tefiidos con naranja de acridina. (b) Microscopia electrénica de
transmision (MET) del DNA aislado a partir del EhkO. (¢) EhkOs con cuerpos electrondensos
detectados por tincién con acetato de uranilo y microscopia electronica de transmisién. (d)
Trofozoito observado por MET, los cuadros enmarcan vesiculas conteniendo DNA y la
membrana de EhkO, nuclear y citoplasmica (Modificado de Solis y col., 2002; Luna-Arias y
col., 2003).

10
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ornitina descarboxilasa (Teran-Figueroa y col., 2009), esta ultima es una enzima
involucrada en la biosintesis de las poliaminas.

Por otro lado, el EhkO se ha detectado con una sonda de DNA ribosomal
(rDNA) 16S en experimentos de hibridacion in situ (Baez-Camargo y col., 1997).
Ademas, este organelo se tifie con el colorante mitocondrial MitoTracker green y es
reconocido por anticuerpos policlonales dirigidos contra la enzima (PFO) ( Rodriguez
y col., 1998). PFO se encuentra también en los hidrogenosomas de Trichomonas
vaginalis, como se menciond anteriormente (Williams y col., 1987; Bui y col., 1996;
Mdaller, 1997; Embley y col., 2003). E. histolytica carece de hidrogenosomas y no
obstante la presencia de PFO en los EhkOs se desconoce si existe una relacion

entre estos dos organelos.

3.2. Criptén

Criptén es un organelo citoplasmico con un tamafo que va de 0.5 a 1 um que
fue reportado por Mai y col. (1999). Estos autores clonaron el gen hsp60 de E.
histolytica, el cual codifica para la chaperonina mitocondrial Hsp60 (Cpn60), lo
expresaron y obtuvieron anticuerpos contra esta proteina, con los cuales localizaron
a este organelo citoplasmico (Fig. 4) y demostraron también que el gen hsp60 de E.
histolytica es capaz de complementar a mutantes en groEl de E. coli.

Posteriormente, utilizando diferentes fluorocromos de union a DNA y con
anticuerpos monoclonales dirigidos contra DNA de doble cadena, se demostré la

presencia de DNA en estos organelos y utilizando la técnica de microscopia

11
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electronica de transmisiéon (MET) se observé que los criptones estan rodeados por

una doble membrana (Fig. 4) (Ghosh y col., 2000).

3.3. Mitosoma

Tovar y col. (1999) clonaron el gen cpn60, lo expresaron y utilizaron la proteina
recombinante para generar anticuerpos con los cuales localizaron a la chaperonina
mitocondrial Cpn60 en una estructura citoplasmica con un diametrode 1 a2 ym, a la
cual llamaron Mitosoma (Fig. 5). En este organelo no se ha detectado la presencia de
DNA y es considerado como una “reminiscencia” mitocondrial, con base en que la
proteina Cpn60 presente en los mitosomas tiene un extremo amino-terminal que
evoca las senales de direccionalidad de proteinas mitocondriales y de
hidrogenosomas, y al ser eliminados 15 aminoacidos de este extremo se ha
observado una acumulacion de la proteina en el citoplasma (Ledn-Avila y Tovar,
2004). Este fenotipo mutante es revertido al reemplazar estos aminoacidos con las
sefales de direccionalidad mitocondrial de HSP70 de Trypasonoma cruzi (Tovar y

col., 1999).

4, REPLICACION DEL DNA EN EUCARIONTES

La replicacion del DNA esta funcionalmente conservada en los seres vivos.
Esta se realiza de manera semiconservativa, es decir, cada hebra de la doble hélice
de DNA es utilizada como molde para la sintesis de la nueva cadena, de tal suerte

que después de este proceso, cada célula hija tiene una doble cadena formada por

12
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una hebra proveniente de la madre y la otra sintetizada de novo (Watson y col.,
2004). El proceso de replicacion del DNA es un evento complejo que involucra la
participacion de docenas de proteinas que interaccionan entre si, asegurando que la
informacion genética sea duplicada de manera segura. Para que esto ocurra, se
requiere de una fase previa de licencia o preinicio de la replicacion, la cual es

seguida del proceso en si de la replicacion del DNA.

4.1. Origenes de replicacion.

Los sitios en el DNA donde inicia la replicacion, llamados origenes de
replicacion, no se encuentran distribuidos al azar en un cromosoma. Su estructura y
complejidad varian de acuerdo con la especie (Fig. 6). Uno de los sistemas mas
estudiados es Saccharomyces cerevisiae, el cual presenta secuencias altamente
conservadas en sus origenes de replicacion (Ori). Los Ori’s de levaduras se conocen
como secuencias autonomas de replicacion o “ARS” (“Autonomous Replication
Sequences”), pueden dirigir la replicacion de plasmidos que los contengan y son
ricas en A-T. En promedio miden alrededor de 150 pb y en general incluyen los
elementos de reconocimiento del origen tales como las secuencias consenso del
ARS o ACS (“ARS consensus sequence”), elementos que excluyen a los
nucleosomas y elementos que facilitan el desdoblamiento del DNA o DUEs (“DNA
Unwinding Elements”) (Fig. 6). En el caso de levaduras que geman como
Saccharomyces cerevisiae, los elementos A (ACS) y B1 permiten la union del
complejo de reconocimiento del origen u ORC (del inglés, “Origin Recognition

Complex”) y los elementos B2 y B3 corresponden a los DUEs (Fig. 6). El elemento A

13
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Figura 4. Identificaciéon del cripton en trofozoitos de E. histolytica. Los trofozoitos de E.
histolytica se tifieron con fluorocromos que se unen a DNA y se observaron por microscopia
confocal: Sytox green (A), naranja de acridina (B), yoduro de propidio (C). También se
tineron con un anticuerpo monoclonal dirigido contra dsDNA (D). Fotomicrografias de
microscopia electrénica de transmisién de criptones que muestran que estan rodeados por

una doble membrana (E, F) a una amplificacion de 125,000X. N, nucleos; Flechas, criptones
(Modificado de Ghosh y col., 2000).

14



]
Tesis Doctoral Maria Esther Herrera Aguirre | 2010

Cpn60/MitoTracker Merge

DNA
’ . .
- S
(b) L

Figura 5. Identificacion de los mitosomas en trofozoitos de E. histolytica. Se realizo la
deteccion de DNA en trofozoitos de E. histolytica mediante “nick-translation” in situ, utilizando
dATP Dbiotinilado, estreptavidina-FITC, MitoTracker Red y microscopia confocal.
Adicionalmente, los trofozoitos fueron fijados y tratados con anticuerpos anti-Cpn60. (a)
Trofozoito representativo donde no se detect6 DNA extranuclear (> 65% de la poblacion
celular). (b) Un trofozoito representativo de las células donde se detecta el DNA extranuclear
(< 35% de la poblacion celular). Los insertos en la sobreposicion de las sefales de
fluorescencia muestran magnificaciones asistidas por computadora que remarcan la falta de
colocalizacién entre el DNA y Cpn60 (Tomado de Ledn-Avila y Tovar, 2004).
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contiene la secuencia esencial de 11 pb (A/T)TTTAYRTTT(A/T) donde Y es cualquier
pirimidina y R es cualquier purina. El elemento B1 es variable y es un elemento
importante para la iniciacion de la replicacion. El elemento B2 no es conservado,
varia en longitud y permite la interaccion de otros elementos del complejo de
preinicio de la replicacion. El elemento B3 de ARS1 permite la asociacion al factor de
transcripcion y de replicacion Abf1 (Aladjem y col., 2006). Los Ori’s en las levaduras
que se reproducen por fision como Schizosaccharomyces pombe son secuencias
ricas en A-T; si estan presentes en plasmidos dirigen su replicacién y no tienen una
secuencia consenso. Sus tamafnos varian entre 500 y 1,000 pb (Aladjem y col.,
2006). Sin embargo, a pesar de que no son conservados, se han podido identificar
algunos elementos importantes que afectan la actividad del Ori (Fig. 6). Estas
secuencias que se requieren son ricas en A-T pero son asimétricas, con regiones
ricas en A’'s en una cadenay T’s en la otra (Aladjem y col., 2006).

Una caracteristica que se ha observado hasta el momento en los origenes de
replicacion de los metazoarios es la carencia de motivos comunes a todos los
origenes, aunque esto se debe de tomar con reserva porque sélo se han analizado
algunos Ori’s en el humano, los cuales son muy pocos si consideramos que se
estima que debe de haber unos 30,000 Ori’'s. Ademas, un analisis de alrededor de
490 secuencias de Drosophila que unen a ORC revel6 que no hay secuencias
comunes (Aladjem y col., 2006). Los Ori’s de los organismos multicelulares miden de
2 a 55 kb, no tienen secuencias conservadas y en general son ricos en A-T. Se ha
visto que esta regiones ricas en A-T para algunos Ori’'s presentan tractos de A-T

asimétricas, como en el caso del gen DHFR (Dihidrofolato reductasa) de hamster, y
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LMNB2 (lamina B2) y DHFR de humano, entre otros (Aladjem y col., 2006). También
pueden contener sitios de adhesién a la matriz nuclear, los cuales son ricos en
regiones A-T. También pueden contener islas CpG, las cuales colocalizan con
promotores, particularmente de genes “housekeeping” que se transcriben en tasas
altas y que corresponden a regiones de la cromatina abierta (heterocromatina).
Adicionalmente, pueden contener elementos de control transcripcional, ya que los
Ori's de metazoarios tienden a localizar en regiones intergénicas (Fig. 6). Por
ejemplo, las islas CpG unen Sp1, ACE de Drosophila' y MCM4 y MYC de humano
unen E2F, entre otros ejemplos (Aladjem y col., 2006). Finalmente, el estado
topolégico del DNA y estructuras de DNA inusuales, como el estado de
superenrollamiento negativo del DNA y secuencias palindromicas, respectivamente,

favorecen la unién del ORC (Aladjem y col., 2006).

4.2. Licencia para la replicacion

Durante esta fase se forma el complejo de pre-replicacion o Pre-RC (Fig. 7),
cuyo ensamblaje en los eucariontes involucra al menos quince proteinas diferentes
gue se unen secuencialmente a la cromatina. La formacion del complejo es iniciado
por el reconocimiento del origen de replicaciéon en el DNA por el ORC. ORC es un
complejo multiproteico formado por seis subunidades (ORC1 a ORCG6), que se une al
origen de replicacion de una manera dependiente de ATP. Durante la fase G1 del
ciclo celular, cuando los niveles de CDKs especificas de la fase de sintesis del DNA
o fase S son bajos, el ORC recluta a Cd6 y Cdt1. Una molécula de Cdc6 y una de

Cdt1 se unen a cada cadena de DNA. Posteriormente, se reclutaa MCM2-7 (“Mini
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Figura 6. Estructura de algunos origenes de replicacion eucarionticos. (a)
Elementos funcionales de algunos replicadores de Saccharomyces cerevisiae. El
elemento A incluye al elemento esencial ACS mas algunos nucleétidos en cajas
adyacentes. También se muestran los elementos B1, B2 y B3. Las regiones que son
unidas por el complejo de reconocimiento del origen de replicacion u ORC se
sefalan con lineas, asi como los elementos de desdoblamiento del DNA o DUEs. (b)
Replicadores en Schizosaccharomyces pombe. Las regiones que se requieren
fuertemente estan enmarcadas y numeradas. Las regiones que interaccionan con el
ORC se sefialan en pequefios rectangulos. Las posiciones de los origenes de
replicacion bidireccional u OBR’s se sefialan en la figura. (c¢) Secuencias
caracteristicas de algunos replicadores de metazoarios. Las regiones que contienen
regiones ricas en A-T se encuentran enmarcadas. Las posiciones de los OBR’s
también se indican con flechas bidireccionales. Los promotores de genes se ubican
con flechas que indican la orientacidon de la transcripcion. EI ORF codificado por el
gen c-myc de humano se indica graficamente (Modificado de DePamphilis, 2006).
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Figura 7. Etapas de la formacion del complejo de pre-replicacion (Pre-RC). El ensamble
del Pre-RC es proceso ordenado que inicia con la unién del complejo de reconocimiento del
origen de replicacion (ORC) al origen de replicacion o replicador, seguido de la incorporacion
de Cdc6 y Cdt1 que permiten el ensamble del complejo MCM2-7 para tener finalmente
estructurado el Pre-RC (Watson y col., 2004).
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Chromosome Maintenance Complex” o complejo de mantenimiento de
minicromosoma). Cdc6 y Cdt1 interactuan entre si e inhiben la actividad de helicasa
de DNA de MCM2-7 mediante interacciones proteina-proteina. MCM2-7 es un
complejo formado por seis subunidades que forman una estructura en anillo. El
analisis de complejos de pre-replicacién in vitro e in vivo ha revelado la presencia
de multiples complejos MCM2-7 en cada origen, dependiendo de la especie, con
relaciones de 10:1 a 40:1, aunque su funcion se desconoce. Las proteinas MCM4,
MCM6 y MCM7 parecen tener la actividad de helicasa, mientras que MCM2, MCM3 y
MCMS5 parecen actuar como inhibidoras de esta actividad de helicasa. Una vez que
estas proteinas estan ensambladas en el origen de replicacion se ha constituido el
complejo de pre-replicacién o Pre-RC.

La siguiente etapa consiste en una serie de eventos dependientes de ATP
para lo cual se requiere de la participacion de las proteinas cinasas activadas en la
fase S (CDK y DDK) y no menos de seis factores auxiliares (Mcm10, Dbp11, Sld2,
GINS, Cdc45 y SId3) (Fig. 8). GINS (Go, Ichi, Nii, and San, que significan cinco, uno,
dos y tres en japonés, respectivamente) consiste de SId5, Psf1, Psf2, and Psf3, las
cuales estan altamente conservadas en eucariontes. S-CDK dispara la fase S y
fosforila a Cdc6, la cual tiene dos destinos, uno ser ubiquitinado en el nucleo de
manera dependiente de SCF y su posterior translocacion al citoplasma para su
degradacion por el proteasoma, y la segunda posibilidad es que sea translocado
fuera del nucleo y que su degradacion sea mediada por APC (“Anaphase Promoting
Complex”) en la mitosis mediante la ubiquitinacion y degradacién en el proteasoma.

Por otra parte Cdt1 es primariamente inhibida por la geminina que incrementa su
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concentracion desde el inicio de la fase S hasta la mitosis. Posteriormente es
fosforilada por CDKs y después degradada en el proteasoma mediante la
ubiquitinacién mediada por Skp2 en la fase S. Las inactivaciones de Cdc6 y Cdt1, y
por tanto la carencia de interacciones proteina-proteina con MCM2-7, hacen que este
complejo se vuelva activo, con la que se separan las dos cadenas de DNA en la
region del origen de replicacion, permitiendo la asociacion de Dpb11 y su interaccion
con Sld2, las cuales se requieren para la union de GINS y Cdc45.

GINS, al igual que Cdc45, pueden funcionar como factores auxiliares para la
helicasa replicativa del DNA (Walter JC y col., 2006). Cdc45 es esencial para la
replicacion y requiere de SId3, Cdc7, Dpb11, Geminina, CDKs, Mcm10 y GINS para
su ensamble en el Pre-RC (Walter JC y col., 2006). En levaduras, RPA, la proteina
qgue se une a la cadena sencilla de DNA y que es equivalente a la SSB procaridntica,
es necesaria en el Pre-RC para que se asocie Cdc45, aunque en Xenopus es
dispensable. Posteriormente, se integra al complejo la DNA polimerasa ¢ para formar
lo que se conoce como complejo de pre-recargado o Pre-LC (“Pre-Loading
Complex”), el cual coopera con Cdc45-SId3 para activar la helicasa. Finalmente se
ensamblan la DNA polimerasa o (DNAPol a), el antigeno nuclear de proliferacion
celular o PCNA, el cual es un factor homotrimérico, la DNA polimerasa 6 (DNAPol 3)
y el factor de replicacion C o RFC, que es un complejo heteropentamérico con
actividad de ATPasa que se requiere para depositar a PCNA alrededor del iniciador,
conformando asi el complejo de pre-inicio de la replicacion o Pre-IC (“Pre-Initiation

Complex”) (Fig. 8) (Sivrapasad, U., y col., 2006).
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Figura 8. La activacion del Pre-RC conduce a la formacion de las horquillas de
replicacidon eucarionticas. Conforme la célula entra a la fase S, Cdk y Ddk fosforilan
a Cdc6 y Cdt1, lo que dispara el inicio de la replicacion. Esto activa MCM vy se
permite el reclutamiento de los demas elementos del complejo de replicacidn como
RPA (que se une a la cadena sencilla), DNAPol &, DNAPol 5, DNAPol a (la cual se
encarga de la sintesis del “primer” de RNA), RP-C (que ubica a PCNA en el hibrido
“‘primer’-DNA molde), PCNA (que aumenta la procesividad de las DNAPols & vy ¢),
entre otros factores. Obsérvese que la replicacion es bidireccional. Para mayores
detalles véase el texto (Watson y col., 2004).
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El genoma es duplicado sélo una vez cada que se divide la célula. Esto se
logra mediante la inactivacién de los complejos pre-replicativos después de que inicia
la fase S, y la inhibiciéon del ensamblaje de nuevos Pre-RCs hasta que se complete la

mitosis y esté presente la membrana nuclear (DePamphilis y col., 2006).

4.3. Proceso de replicacion

La iniciacion de la sintesis del DNA involucra una compleja cascada de
eventos altamente regulados que culminan en el ensamblaje del replisoma, cuyos
componentes clave son una DNA helicasa y las DNA polimerasas (Walter y col.,
2006).

Como se menciond anteriormente, para que se inicie la replicacion es
necesario que los complejos pre-replicativos sean activados por dos proteinas
cinasas, CDK y DDK, en la fase S del ciclo celular. Estas enzimas fosforilan a Cdc6 y
Cdt1 lo cual resulta en su desplazamiento del complejo de pre-replicacion,
permitiéndose entonces el reclutamiento en el origen de replicacion de otras
proteinas para que se lleve a cabo el proceso de replicacion. La DNA helicasa
(Mcm2-7) utiliza la hidrdlisis del ATP para separar la doble cadena, dejando estas
cadenas de DNA expuestas, las cuales son cubiertas por la proteina de union a DNA
de cadena sencilla llamada RPA (“‘Replication Protein A”) con el objeto de
mantenerlas denaturalizadas (como cadenas sencillas). La DNA primasa o (0
DNAPol o) es reclutada sobre el molde o templado por interaccidén con la helicasa y
RPA, y se sintetiza un cebador o iniciador de RNA que forma un hibrido de RNA-

DNA con el DNA molde. Entonces RF-C recluta a PCNA en el sitio del hibrido DNA-
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RNA en la cadena sencilla a copiar en un proceso dependiente de ATP. Este proceso
desplaza a la polimerasa o y las replicasas y el resto de la maquinaria de replicacion
son reclutadas; la polimerasa a es reciclada para la iniciacion de los fragmentos de
Okasaki (de 100 a 400 bases de longitud en eucariontes y de 1,000 a 2,000 en
procariontes) en la hebra retrasada (Grabowski y Kelman, 2003; Kelly y Stillman,
2006). La cadena lider sélo requiere de un evento de sintesis de “primer” o iniciador
ya que su sintesis es continua. Una vez conformada la horquilla de replicacién, el
alargamiento del DNA ocurre de forma bidireccional. La duplicacion del DNA se lleva
a cabo por medio de las DNA polimerasas replicativas 8 y ¢, las cuales utilizan la
cadena sencilla del DNA como molde para sintetizar la hebra complementaria a partir
de los iniciadores o “primers” de RNA (Fig. 9).

El mecanismo enzimatico de polimerizacion se lleva a cabo por la formacion
de un enlace fosfodiéster entre el grupo fosfato a presente en el desoxinucleotido
trifosfato (ANTP) entrante y el extremo 3’-OH libre presente en el “primer”,
liberandose pirofosfato (Fig. 10). Esta reaccion es catalizada mediante un
mecanismo que involucra dos iones M92+ que entran en coordinacion con dos
residuos de acido aspartico, que estan conservados estructuralmente entre las DNA
polimerasas. El primer i6n Mg?* activa el 3'-OH del cebador para que ataque al
fosfato o del dNTP entrante, mientras que el segundo i6n Mg?* estabiliza la carga
negativa producida por la formacion del enlace fosfodiéster y quela los fosfatos By y
(Fig. 11) (Steitz, 1999; Alba, 2001). El grupo 3’-OH libre de la base del “primer”

realiza un ataque nucleofilico sobre el grupo fosfato a. del dNTP, lo cual es facilitado
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Figura 9. Sustratos requeridos para la sintesis de DNA. (a) Se requiere de 2'-
desoxinucledtidos trifosfatos. Se indican los fosfatos en las posiciones a-, B- y y-. (b)
Estructura generalizada de un duplex formado por la unién de un cebador o “primer” con su
templado. Obsérvese la presencia de un grupo —OH en el extremo 3’ del “primer” el cual es
fundamental para poder realizar la polimerizacion del DNA (Watson y col., 2004).
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Figura 10. Mecanismo de sintesis de DNA llevado a cabo por las DNA polimerasas. (a)
El grupo 3’-OH libre del “primer” realiza un ataque nucleofilico al grupo fosfato en la posicion
o del ANTP entrante, el cual es seleccionado mediante apareamiento de bases con el
templado. (b) y (c) Esto resulta en la extensién del “primer” por la base recién incorporada
gracias a su apareamiento con la base complementaria en el templado, con la consecuente
liberaciéon de un grupo pirofosfato. (d) El pirofosfato es hidrolizado posteriormente por la
pirofosfatasa y se genera un nuevo grupo 3’-OH libre en la cadena naciente de DNA que

servira para la incorporacion del siguiente nucleotido (Watson y col., 2004).
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Figura 11. Mecanismo de acciéon de la actividad 5— 3° DNA polimerasa. (a) El
mecanismo que involucra los dos iones metalicos de la actividad de polinucleétido
polimerasa en el contexto del complejo de la T7 DNA polimerasa con su substrato. Los dos
iones metalicos divalentes A y B estan ligados a la enzima perteneciente a la familia de las
DNA polimerasas tipo | de E. coli, por los residuos de acido aspartico D705 y D882. Los
circulos negros sefalan moléculas de agua unidas al ibn metalico A. (b) La DNA polimerasa
sujeta firmemente al templado y al ANTP entrante cuando se ha realizado un correcto
apareamiento entre éste y la base del templado. Se presenta un cambio primario consistente
en una rotacion de 40° de una de las a-hélices del dominio del pulgar denominada hélice O.
En la conformacién abierta esta hélice esta distante del nucleétido entrante. Cuando la
polimerasa estd en la conformacion cerrada, esta hélice se mueve y hace importantes
interacciones con el dNTP entrante. Una tirosina hace interacciones con la base del dNTP y
con dos residuos cargados que se asocian con el trifosfato (Steitz, 1998; Watson y col.,
2004).
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por la estabilizacion eléctrica de un grupo -OH de este fosfato a por los iones
metalicos, que a su vez estan en coordinacion con los grupos —COQO" de los residuos

de acido aspartico del dominio catalitico y de los residuos de lisina o arginina
presentes en la hélice O del dominio del pulgar (ver mas adelante) (Fig. 11). Es
importante sefialar que este dominio puede estar presente en dos conformaciones: la
conformacién abierta se presenta cuando esta hélice esta distante del nucledtido
entrante, y la conformacién cerrada se obtiene cuando se presenta una rotacioén de
40° al presentarse un correcto apareamiento entre el dNTP entrante y la base del
templado e involucra la interaccidn entre una tirosina y la base del dNTP y de dos
residuos cargados positivamente que se asocian con el trifosfato del dNTP (Fig. 11)
(Steitz, 1998; Watson y col., 2004).

Finalmente, para la terminacion de la replicacion se requiere de diferentes
enzimas. En los cromosomas circulares, la maquinaria de la horquilla de replicacion
puede replicar genomas completos, pero las moléculas de DNA “hijas” permanecen
concatenadas, por lo que para que las dos moléculas circulares sean separadas se
requiere de la topoisomerasa Il, la cual cataliza el rompimiento de una de las
moléculas hijas permitiendo que la segunda molécula pase a través del rompimiento
de la primera. Esta actividad de topoisomerasa |l también es esencial en eucariontes
para eliminar la tension en la hebra de DNA generada por la helicasa replicativa al
separar las dos cadenas del DNA.

En contraste con los cromosomas circulares, la replicacion de los cromosomas

lineales no puede ser completada por la maquinaria de la horquilla de replicacién.
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Para que la replicacion sea completada se requiere de la actividad de la telomerasa,
una enzima que adiciona repetidos especificos de DNA (TTAGGG en todos los
vertebrados) al extremo 3' del DNA en las regiones teloméricas presentes en todos
los cromosomas eucarionticos (Fig. 12). Para Tetrahymena thermophila, S.
cerevisiae, Schizosaccharomyeces pombe, Trypanosoma brucei y Arabidopsis
thaliana, las secuencias de los teldmeros son TTGGGG, TG,3(TG)16, TTAC(A)G25,
TTAGGG y TTTAGGG, respectivamente (Sealey y col., 2006). En contraste, en el
caso de Dyctiostelium discoideum no se han encontrado estos motivos repetidos
similares a los telémeros ni se han identificado ortélogos de la telomerasa, pero se
han identificado en su genoma nuevas estructuras teloméricas compuestas de
complejos elementos repetitivos y copias parciales de un elemento de rDNA
extracromosomal (Eichinger y col., 2005). Para el caso de E. histolytica se conoce
informacion de las regiones subteloméricas que contienen tRNAs, pero no se han
descrito las regiones teloméricas (Eichinger y col., 2005).

Los teldbmeros permiten la asociacion de proteinas especificas que ayudan a
mantener el DNA altamente condensado, dando estabilidad a los cromosomas. La
telomerasa es una enzima que contiene por lo menos dos subunidades que son
esenciales para la actividad enzimatica in vitro: una proteina que se asemeja a la
transcriptasa reversa denominada TERT (“Telomerase Reverse Transcriptase) y una
molécula de RNA la cual contiene un templado que sirve como substrato para la
transcripcion reversa del DNA telomérico en los extremos de los cromosomas

(Sealey y col., 2006).
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Figura 12. El problema de la replicacion de los extremos del DNA de los cromosomas.
(a) La replicacion del DNA es bidireccional y requieren de un “primer” de RNA y de las DNA
polimerasas que se mueven en la direccion 5—3’. Sin embargo, cada ronda de replicacién
deja de 50 a 200 bases de DNA sin replicar en los extremos 3’ debido a que no hay templado
para su replicacion. Por otra parte, con cada ciclo celular se presenta un acortamiento de los
telomeros. (b) Mecanismo de replicaciéon de las regiones teloméricas. 1. Unién de la
Telomerasa. 2. La Telomerasa extiende el extremo 3’, la cual utiliza un templado de RNA
para la sintesis de DNA. 3. Terminacion de la cadena retrasada por la DNA polimerasa, las
utiliza un templado de DNA.
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5. DNA POLIMERASAS

La mayoria de los organismos tienen varias DNA polimerasas que varian en
su composicion de polipéptidos y propiedades cataliticas (procesividad, fidelidad y
tasa de extension de la cadena). Las DNA polimerasas participan en los procesos de
replicacion, reparacién y/o recombinacion del DNA vy estan presentes en diferentes
organelos celulares (Grabowski y Kelman, 2003). En general las DNA polimerasas se
clasifican con base en las secuencias primarias de sus subunidades cataliticas, en
siete diferentes familias: A, B, C, D, X, Y y RT (Tabla 1) (Sherbakova y Kunkel,
2006).

Las DNA polimerasas replicativas de eucariontes estan presentes en dos
familias: La DNA polimerasa y de animales y hongos, y las parecidas a Pol | (Pol |-
like) responsables de la replicacion del DNA mitocondrial en plantas y en los mohos
mucilaginosos (“slime mold”) como Dictyostelium discoideum forman parte de la
familia A y las DNA polimerasas a, & y ¢, encargadas de la replicacion del DNA
nuclear y las DNA polimerasas codificadas en plasmidos mitocondriales de hongos y
plantas, pertenecen a la familia B (Sherbakova y Kunkel, 2006; Ono y col., 2007). A
esta familia también pertenecen las DNA polimerasas de arqueobacterias, virales y

de bacteriéfagos (Alba, 2001).

5.1. Estructura tridimensional y dominios cataliticos de las DNA polimerasas

replicativas
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Tabla 1. Clasificacion de las DNA polimerasas en familias.

Familias Ejemplos de DNA polimerasas y su funcién Organismos
A Pol I (Reparacion) Procariontes
v (Replicacion mitocondrial) Eucariontes
B Pol II (Reparacion) Procariontes
a, 0, € Eucariontes
C Pol III (Replicacion) Procariontes
D Pol D (Replicacion) Arqueobacterias
B .
X (Reparacion por escision de bases) Eucariontes
Y 1M, K, 1 (Sintesis a través de una lesion: Eucariontes

“Tranlesion synthesis”)

RT Telomerasa (Mantenimiento de teldmeros) Eucariontes

(Modificada de Sherbakova y Kunkel, 2006)
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En general, las DNA polimerasas no comparten secuencias muy similares
entre si. Sin embargo, las polimerasas replicativas de las familias Ay B son
estructuralmente muy parecidas y poseen una region catalitica que tiene una forma
semejante a una mano derecha, formada por tres dominios: 1) el pulgar, 2) la palma
y 3) los dedos (Fig. 13). La regidon mas conservada es el dominio de la palma, el cual
contiene el sitio catalitico. Los dedos y el pulgar tienen algunos arreglos diferentes en
las dos familias, aunque el pulgar siempre tiene a hélices paralelas o antiparalelas
que interactuan con el surco menor del complejo “primer’-templado y los dedos
tienen una a hélice con cadenas laterales conservadas posicionadas en el extremo

del complejo “primer’-templado (Alba, 2001).

6. DNA POLIMERASAS DE LA FAMILIA B

La familia B esta formada por las DNA polimerasas o, 6y € de eucariontes
como se menciond anteriormente, asi como por DNA polimerasas presentes en
arqueobacterias, en virus, bacteriofagos (T4 y RB69) y DNA polimerasas codificadas
en plasmidos mitocondriales de varios hongos y plantas (Alba, 2001).

Las proteinas de esta familia pueden presentar de tres a seis regiones
conservadas (I a VI) en diferentes organismos, siendo la region | la mas conservada
y la regidén VI la menos conservada (Bernad y col., 1987; Wang y col., 1989). Las
regiones | y Il estan presentes en todas las polimerasas de la familia y sus
secuencias se utilizan para caracterizar a la familia B (Fig. 14) (Alba, 2001). Estas

regiones residen en el dominio de la palmay en ellas estan presentes los dos
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(b) 3’ to 5" exonuclease

(a)

Thumb

Fingers

Palm

Nuclease

Fingers

Bacteriéfago RB69

DNA polymerase: the enzyme
that catalyzes synthesis of new
DNA

(c)

|exonuclease domain

Figura 13. Estructura tridimensional de las DNA polimerasas de las familias A y B. (a)
Estructura de la DNA polimerasa del bacteriéfago T7. (b) Estructura de la DNA polimerasa
del bacteriofago RB69. (c¢) Esquema de las DNA polimerasas de la familia A y B con
semejanza a una mano derecha donde se indican los dominios del pulgar, la palma y los
dedos (Alba, 2001; Watson y col., 2004).
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Type B, motif II Type B, motif |

D508 Ldils..

Figura 14. Secuencias consenso de los dominios | y Il de las DNA polimerasas de la
familia B. (Tomado de Alba, 2001).
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residuos de acido aspartico (D) que son esenciales para la actividad catalitica de las

polimerasas (Steitz, 1999).

7. REPLICACION EN E. histolytica

La precisa duplicacion cromosomica, la segregacion y el mantenimiento del
contenido gendmico son procesos criticos para la supervivencia de cualquier
organismo. Las células en proliferacion aseguran la constancia de sus genomas por
varios mecanismos durante cada ciclo. Las proteinas de “checkpoint” no permiten la
progresion del ciclo celular si no se han completado exitosamente todas las
condiciones necesarias de la fase precedente; de tal manera que la sobre replicacion
no ocurra. Sin embargo, E. histolytica es un organismo que tiene la capacidad de
tolerar variaciones en su contenido gendmico, células con multiples nudcleos y
nucleos con contenidos gendmicos heterogéneos de 1 a 6 veces o mas, sugieren
que los mecanismos de control “checkpoint” tipicos de eucariontes que aseguran la
alternancia entre la sintesis del DNA y la mitosis, estan ausentes o son distintos en
este organismo (Lohia y col., 2007).

La maquinaria de replicacién en E. histolytica es poco conocida. A partir del
anadlisis de secuencias de su genoma, Lohia y col. (2007) encontraron que
secuencias homodlogas a la mayoria de los componentes conservados del complejo
pre-replicativo son codificadas en el genoma de la amiba, con pocas notables

excepciones (Tabla 2). Los genes que codifican para el heterohexamero ORC estan
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Tabla 2. Comparacion de los componentes del complejo pre-replicativo en
histolytica, levadura y humano.

Homélogos

MCM2-7
MCMS
MCM9
MCM10
ORC2-6
ORC1
CDC6
CDC7
DFB4
CDT1
Geminina
CDC45
GINS

Pol ¢

H. sapiens

S. cerevisiae

E. histolytica

ORC1/CDC6

La tabla muestra la ausencia (-) o la presencia (+) de genes que han sido identificados como
componentes del complejo pre-replicativo en humano (H. sapiens), levadura (S. cerevisiae) y
E. histolytica. Las secuencias homoélogas en E. histolytica fueron Identificadas realizando un
BLAST en el banco gendmico de E. histolytica, utilizando secuencias de humano y de

levadura como sondas (Modificado de Lohia y col., 2007).
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ausentes con excepcidon de un ortélogo que fue similar tanto a ORC1 como a Cd6,
aunque es posible que la subunidad EhCdc6/Orc1 pueda formar un homohexamero
para cubrir la funcién de ORC, como se ha sugerido en arqueobacterias.

Los dominios cataliticos de Mcm2-7 estan conservados no obstante que las
secuencias son mas divergentes a sus homoélogas de levadura y humano, mientras
que los dominios N- y C-terminales de Mcm3-6 estan truncados (Gangopadhyay y
col. 1997; Das y col., 2005). Adicionalmente, mediante analisis bioquimicos se
mostr6 que las proteinas EhMcm2, EhMcm3 y EhMcm5 estan asociadas
constitutivamente con la cromatina y también se comprobd la funcionalidad de estas
proteinas en S. cerevisiae (Das y Lohia, 2000; Das y col., 2005).

Mientras un gran numero de las proteinas requeridas para el licenciamiento
de la replicacién del DNA son codificadas en el genoma de E. histolytica, la pérdida
de reguladores cruciales como Cdt1, geminina, Cdc7/Dbf4, Mcm10 y DNAPol ¢
puede llevar a la pérdida del permiso de la replicacion condicionado a “una sola vez
por cada ciclo celular”, permitiendo por lo tanto la endo-reduplicacion sin mitosis en
E. histolytica (Lohia y col., 2007).

Ademas de las investigaciones acerca de las proteinas que conforman el
complejo pre-replicativo, es poco lo que se ha profundizado en el estudio de las
enzimas que participan directamente en la replicaciéon del DNA. En investigaciones
concernientes al tipo de DNA polimerasas existentes en E histolytica, se realizaron
trabajos utilizando inhibidores especificos para las actividades de diferentes DNA
polimerasas. Los resultados mostraron que la actividad de DNA polimerasa

detectada en los trofozoitos es inhibida con afidicolina, un inhibidor especifico de las
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DNA polimerasas de mamifero o, 6 y &, todas ellas pertenecientes a la familia B

(Makioka y col., 1996; Makioka y col., 1998).
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. IMPORTANCIA DEL TEMA DE ESTUDIO

Debido a la gran importancia médica de Entamoeba histolytica, la mayor parte
de los estudios se han circunscrito a los mecanismos involucrados en la
patogenicidad y virulencia, pero poco se ha estudiado sobre los mecanismos
bioldgicos basicos de este organismo, como la replicacion del material genético, la
transcripcion y la traduccion. Ademas de la importancia del conocimiento mismo de
estos procesos bioldgicos amibianos, una profundizacion en estos mecanismos nos
puede guiar también a estrategias para combatir las infecciones amibianas.

Menos aun se conoce acerca de la naturaleza y funcion del organelo
citoplasmico llamado EhkO. E. histolytica tiene proteinas especificas de organelos
involucrados en funciones respiratorias, tales como la PFO que se encuentra en los
hidrogenosomas de Trichomonas vaginalis y las proteinas Hsp60 y Hsp70
caracteristicas de las mitocondrias. Sin embargo, desconocemos si existe alguna
relacion de estos organelos con los EhkOs. Para conocer la funcion de EhkO, asi
como su relacion con los otros organelos, es necesario continuar con su
caracterizacion tanto estructuralmente como a nivel bioquimico, asi como estudiar
los genes y proteinas que se relacionan con él. Debido a que EhkO es un organelo
con doble membrana que contiene DNA decidimos investigar si existia en la amiba
alguna DNA polimerasa de tipo organelar que pudiera estar relacionada con la
replicacion de su DNA, la cual podria ser ademas un probable marcador del

organelo.
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. OBJETIVOS

1. Objetivo General

Identificar un gen que codifique una posible DNA polimerasa organelar
relacionada con mitocondrias y determinar la localizacion subcelular del mismo y de

su producto proteico en trofozoitos de Entamoeba histolytica.

2, Objetivos Particulares

2.1. Identificar un gen de DNA polimerasa relacionado con mitocondrias en el
genoma de la amiba.

2.2. Caracterizar in silico a la proteina codificada por este gen.

2.3. Determinar si es el gen es transcripcionalmente activo.

2.4. Clonar un fragmento del gen en un vector de expresion.

2.5. Induciry purificar a la proteina recombinante.

2.6. Obtener anticuerpos contra la proteina recombinante.

2.7. Investigar la presencia de la proteina en preparaciones de EhkOs purificados.

2.8. Determinar la ubicacion del gen y de la proteina en los trofozoitos.
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IV. MATERIALES Y METODOS

1. CULTIVO DE E. histolytica

Los trofozoitos de la clona A se crecieron en medio TYI-S-33 a 37°C y se
cosecharon en la fase de crecimiento exponencial (Diamond y col., 1978). Para el
crecimiento de los trofozoitos empleados para la purificaciéon de los EhkOs el medio
fue suplementado con 2 pCi/ml de [metil->H]-Timidina (Amersham) por 48 h (Luna-

Arias y col., 2003).

2. ANALISIS IN SILICO

21. Busqueda de genes con similitud a DNA polimerasas organelares en el
genoma de E. histolytica

La busqueda in silico de los genes se hizo utilizando como sonda la secuencia
de una DNA polimerasa mitocondrial de Gelasinospora sp. [UniProt Knowledgebase
(UnitProtKB)/TrEMBL con numero de acceso O03684] en los bancos de datos de

“The Sanger Institute” (www.sanger.ac.uk) y “The J. Craig Venter Institute”

(www.jevi.org/) y el programa WU-BLAST version 2.0 utilizando la matriz

BLOSUMG62. La secuencia obtenida fue traducida a aminoacidos con el programa

“Translate” en el servidor ExPASy (http://us.expasy.org/tools/dna.html). Las

similitudes de las secuencias de aminoacidos fueron investigadas usando el
programa blastp del “National Center for Biotechnology Information”, NCBI

(www.ncbi.nih.gov). Una vez obtenido un gen candidato, usamos su secuencia de
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aminoacidos correspondiente para buscar otras secuencias similares en el banco de

E. histolytica realizando un BLAST con la matriz BLOSUMG62 en UniProtKB.

2.2. Analisis estructural de las probables DNA polimerasas de E. histolytica
Las secuencias proteicas de cuatro probables DNA polimerasas de tipo

organelar de E. histolytica fueron analizadas con el programa SMART (“Simple

Modular Architecture Research Tool”) (sitio web http://smart.embl-heidelberg.de/).

Posteriormente, las regiones detectadas en las proteinas amibianas se alinearon

empleando los programas ClustalW (sitio web
http://www.ebi.ac.uk/tools/clustal\WW2/index.html), Multalin (sitio web
http://www.bioinfo.genotul.fr/multalin/multalin.html) y Jalview (sitio web

http://www.jalview.org/), con las DNA polimerasas que presentaron los mayores

valores de similitud, es decir, aquéllas con mayor valor de Score y con menor valor

de E.

2.3. Analisis filogenético de las EhODPs

Para el andlisis filogenético realizamos un BLAST en UniProtKB con la
secuencia de aminoacidos de EhODP1 usando una matriz BLOSUMG62. Nosotros
seleccionamos secuencias de DNA polimerasas de diferentes organismos con un
valor de E < 0.0001 y las alineamos con las cuatro secuencias de probables DNA
polimerasas de E. histolytica utilizando el programa ClustalW (version 1.83). El
alineamiento fue manualmente editado y transformado a formato nexus con Jalview

y Clustal X (version 1.83). El arbol filogenético consenso se obtuvo con el programa
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PAUP, version 4.0b10 de 32 bits para Microsoft Windows (Sinauer Associates, Inc.
Publishers) por el método Neighbor-Joining (NJ) y se realizaron 2,000 replicas para
obtener el “bootstrap”. Sélo valores mayores al 50% se muestran en el arbol, el cual

fue visualizado con el programa TreeView (sitio web en internet

http://taxonomy.zoology.gla.ac.uk/rod/rod.html).

3. OBTENCION DEL DNA GENOMICO DE E. histolytica

El DNA de los trofozoitos se aislo utilizando el método de purificaciéon en un
gradiente de densidad de cloruro de cesio (CsCl) establecido previamente en el
laboratorio. Trofozoitos de la clona A se cosecharon, se lavaron dos veces con PBS,
se congelaron en nitrogeno liquido y se almacenaron a -70°C. La pastilla celular
conteniendo aproximadamente 1 x 10® células se resuspendié suavemente en 1 ml
de una solucion de sacarosa (100 mg/ml) y EDTA 0.5 M. Una vez resuspendidas las
células se agreg6 sarcosil y proteinasa K a concentraciones finales de 2% y 2 mg/ml,
respectivamente, y se incubd por 2 h a 55°C. Después de la lisis celular, se
agregaron 1.4 g de CsCl por cada 5 ml del lisado. Esta suspensiéon se llevé a un
indice de refraccion de 1.3838 el cual se verifico en un refractometro de ABBe
(Baush and Lomb, Alemania). Posteriormente se agregd colorante Hoechst 33258 a
una concentracion de 20 mg/ml. El gradiente se formd en un tubo de polipropileno
(Quick Seal para rotor 50Ti en una ultracentrifuga L8-55, Beckman): en la base del
gradiente se colocaron 4 ml de una solucion de CsCI con un indice de refraccion de

1.4190 (1.86g de CsCl por cada ml de Tris-HCI 0.02M, pH 8.5), se depositaron
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lentamente 1.5 ml del lisado con indice de refraccidon intermedio (1.3838) v,
finalmente, se colocaron 3 ml de una solucion de CsCl con un indice de refraccion de
1.364, cuidando de no romper el gradiente previo.

La centrifugacién se realizé a 160,000 x g durante 20 h a 20°C (45,000 rpm
en el rotor 50Ti en una ultracentrifuga L8-55, Beckman). La banda que contenia el
DNA se visualizé con luz ultravioleta, se colecté succionando directamente debajo de
la banda utilizando una aguja hipodérmica estéril del No. 16 y se coloc6 en un tubo
corex estéril. El colorante Hoechst 33258 se eliminé del DNA mediante extracciones
con isopropanol y se dializé contra 2 | de TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8) durante
18 h para eliminar el CsCl. EI DNA se precipitdé agregando 3 volumenes de etanol
absoluto y 0.1 volumenes de acetato de sodio 3 M pH 5.2 e incubando en nitrégeno
liquido durante 10 min; después la suspension se centrifugd a 12,000 x g durante 30
min (10,000 rpm en el rotor JA-20 en una centrifuga de alta velocidad Beckman J2-
21), el sobrenadante se descarté y la pastilla se lavé dos veces con etanol al 70% a -
20°C. Finalmente, el DNA se disolvi6 en 1 ml de agua desionizada estéril y se
almacené a -20°C. EI DNA se cuantific6 midiendo la absorbencia a 260 nm vy

utilizando la relacién: 1 unidad de Ageso nm €S igual 50 ug de DNA/m.

4, DISENO DE OLIGONUCLEOTIDOS ESPECIFICOS PARA AMPLIFICAR

FRAGMENTOS DE LOS GENES Ehodp1, Ehodp2, Ehodp3 y Ehodp4

Los oligonucledtidos utilizados (Tabla 3) se disefilaron a partir de las

secuencias mas divergentes entre los cuatro genes que corresponden a sus
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Tabla 3. Oligonucledétidos utilizados en las reacciones de amplificacién por PCR

y RT-PCR.
. . o . Fragmento
Gen Secuencias de los ollgo_nuclfaotldos en sentido (f) esperado Tm
y en antisentido (r) (pb)
Ehodp1 (a) odp1-f:
Extremo 5’ 5-GAAGATCTGCCAATCCCCACAAAACGTCCCAC-3 524 59°C
(PCRy RT- (b) odp1-r:
PCR) 5-GGAATTCTTATTGCGGTTCGATATTTTCTAAGTT-3
Ehodp1 (a) odp1-f: 894 54°C
Extremo 5’ 5-GAAGATCTGCCAATCCCCACAAAACGTCCCAC-3
(PCR) (c) odp1-f:
5-GGAATTCTTAAAGGTGAAATTCTTCGGCTATACG-3
Ehodp1 (a) odp1-f:
Extremo 5’ 5-GAAGATCTGCCAATCCCCACAAAACGTCCCAC-3’ 1,557 61°C
(PCR) (e) odp1-r:
5-TCCATATTTTGCTAAAAATCTTCCCCATCATAT-3’
-3’
Ehodp1 (d) odp1-f: 2,029 56°C
Extremo 3’ 5-CATATGAAGAGTCAAAATTAATTGTAGAAG-3
(PCRy 3’- (h) odp1-r:
RACE) 5-TTAAAATTTAATTGTTCTTTTGAACTCA-3
Ehodp1 (f) odp1-f: 1,116 °C
Extremo 3’ 5-AATAAGTGTATGATAAATGAAACACTA-3
(PCR) (g) odp1-r:
5-ATGTTCTATAGTAGGAGTCTCTCAA-3
Ehodp2 odp2-f: 317 54 °C
(RT-PCR) 5-ATCGTCGAAATACAAGACAAAA -3’
odp2-r:
5TCTTTGATATTCTTCATCACTGG-3
Ehodp3 odp3-f: 149 54 °C
(RT-PCR) 5TGAAAGAAGAGAGAAATACAAAG-3’
odp3-r:
5-ATCACTAACTCTTTCTTCCCC -3
Ehodp4 odp4-: 376 54 °C
(RT-PCR) 5-ATCTGACTTAGATGGCTATGCTGA-3
odp4-r:
5-GTCATTAAGGGGATCTGGTG-3
Actina Actina sentido: 222 54 °C
(RT-PCR) 5-AGCTGTTCTTTCATTATATGC -3’

Actina antisentido:
5-TTCTCTTTCAGCACTAGTGGT-3
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extremos 5. Estas regiones se localizaron a partir del alineamiento de las
cadenas polipeptidicas con el programa ClustalW. A los oligonucledtidos utilizados
para amplificar el fragmento de 504 pb de Ehodp1 se les adicionaron los sitios de
restriccion Bgl Il y Eco RI, en los extremos 5 de los oligonucleétidos en sentido y
antisentido, respectivamente, para su posterior clonacion en pRSET A.
Adicionalmente se disefiaron otros oligonucleétidos para amplificar otros segmentos

del gen Ehodp1 para su secuenciacion.

5. AMPLIFICACION POR PCR DE FRAGMENTOS ESPECIFICOS DE LOS

GENES Ehodp1, Ehodp2, Ehodp3y Ehodp4

Las amplificaciones de cada uno de los fragmentos se realizaron con 3 pnl of
DNA gendémico mezclados con dNTPs 400 uM c/u, MgCl, 2 mM, 2 U de Tag DNA
polimerasa (Invitrogen) y el par de oligonucleétidos disenados para cada gen (Tabla
3) a una concentracion de 200 nM c/u. Las condiciones de PCR fueron las
siguientes: desnaturalizacién a 94°C por 5 min, seguido de 30 ciclos de amplificacion
a 94°C por 30 seg, alineamiento a la Tm especifica para cada par de oligonucleétidos

por 60 seg y extension a 72°C durante 60 seg.

6. AISLAMIENTO DEL RNA TOTAL Y SIiNTESIS IN VITRO DEL cDNA DE E.

histolytica
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El RNA total de los trofozoitos se aisld utilizando el reactivo del Trizol de
acuerdo con las instrucciones del fabricante (Invitrogen). Para la transcripcion
reversa se desnaturalizaron 5 ug del RNA total y 500 ng del oligonucleétido dT+s a
60° C durante 10 min, se enfriaron en hielo y se agregaron dNTPs y DTT a
concentraciones finales de 1 mM y 10 mM, respectivamente, 200 U de SuperScript Il
transcriptasa reversa (Invitrogen) y 40 U de inhibidor de ribonucleasa RNAsin

(Promega) siguiendo las recomendaciones del fabricante.

7. RT-PCR SEMICUANTITATIVA DE LOS GENES Ehodp1, Ehodp2, Ehodp3y

Ehodp4

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo con 4 ul de cDNA en volumenes
finales de 100 pul. La mezcla de reaccion fue la misma que la descrita anteriormente,
excepto que la cantidad de la enzima usada fue de 4 U de Tag DNA polimerasa
(Invitrogen). Las condiciones de PCR fueron las siguientes: desnaturalizacion a 94°C
por 5 min, seguido de 29 ciclos de amplificacion a 94°C por 30 seg, alineamiento a la
Tm especifica para cada par de oligonucleotidos por 60 seg y extension a 72°C
durante 60 seg. Como control interno amplificamos un fragmento del gen de actina.
Las caracteristicas de los oligonucledtidos utilizados para amplificar a cada uno de
los genes se indican en la tabla 3. Los productos de RT-PCR se separaron por
electroforesis en geles de poliacrilamida (PAGE) al 6% en TBE 0.5X (Tris 44.5 mM,

HsBO3; 44.5 mM y EDTA 1 mM, pH 8.3), se tifieron con bromuro de etidio al 0.05%
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(m/v) y se observaron con un transiluminador de luz UV (UVP). Para el analisis

densitométrico se utilizé la version 4.6.1 del programa Quantity One (Bio-Rad).

8. PREPARACION DE CELULAS COMPETENTES DE E. coli DH5aY

BL21(DE3)pLysS

A partir de las cepas bacterianas de E. coli DH5a o BL21(DE3)pLysS crecidas
en una placa de medio de Luria-Bertani (LB) agar (Sambrook y col., 1989) se aislo
una colonia y se crecié en 100 ml de medio LB a 37°C y 250 rpm hasta una D.O.gg
nm de 0.4. Las células se cosecharon por centrifugacion a 1,000 x g durante 15 min a
4°C, se resuspendieron suavemente (en 1/3 del volumen original) en la solucion RF1
(RbCl, 100 mM, MnCl>'4H,0 50 mM, CaCl; -2H,O 10 mM, glicerol al 15% vy
KCH;COO 30 mM, pH 5.8) y se incubaron en hielo durante 15 min. Las células se
centrifugaron nuevamente y se resuspendieron en 1/12.5 del volumen original en la
solucién RF2 (RbCl; 10 mM, CaCl,2H,0 75 mM, glicerol al 15% y MOPS 10 mM pH
6.8) y se incubaron nuevamente en hielo durante 15 min. Finalmente, las células se
distribuyeron en alicuotas de 50 o 100 ul y se congelaron en una mezcla de hielo

seco/etanol y se conservaron a -70°C hasta su uso (Hanahan, 1985).

9. DISENO DE OLIGONUCLEOTIDOS Y AMPLIFICACION POR PCR DE UN

FRAGMENTO DE DNA DE 504 pb DEL GEN Ehodp1
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Para amplificar por PCR un fragmento de 504 pb especifico del gen Ehodp1
se disefd un par de oligonucleétidos (odp7-f y odp1-r). A los oligonucleétidos sentido
y antisentido se les adicionaron los sitios de restriccion Bgl/ 1l y Eco RI, en el
extremos 5’ y 3, respectivamente (Tabla 3). La amplificacion se realizé a partir de
DNA gendmico de la clona A de E. histolytica en las condiciones descritas

anteriormente.

10. ANALISIS ELECTOFORETICO DEL DNA EN GELES DE AGAROSA

Muestras del DNA se analizaron por electroforesis en geles de agarosa al 1%
en TBE 1X (Tris 89 mM, H3BO3; 89 mM, EDTA 2 mM, pH 8.3) siguiendo el método
descrito por Sambrook y col., (1989). EI DNA a analizar se mezclé con 0.1
volumenes de solucion de carga (ficoll 400 al 25%, azul de bromofenol al 0.25% vy
xileno-cianol al 0.25%). La separaciéon electroforética se realizé a 10 voltios/cm
durante 1 h. Las muestras de DNA se tifieron con bromuro de etidio (0.5 ug/ml) y se

visualizaron con un transiluminador de UV a 310 nm.

11. CONSTRUCCION DEL PLASMIDO RECOMBINANTE QUE CONTIENE EL

FRAGMENTO DE DNA DE 504 pb DEL GEN Ehodp1

El DNA amplificado de 524 pb del extremo 5’ del gen Ehodp1 y el vector pRSET A
(Fig. 15) fueron digeridos con 10 unidades de cada una de las enzimas de restriccion

Bglll 'y EcoRI durante 2h a 37°C, y se sometieron a electroforesis en gel
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RBS | ATG

Comments for pRSET A
2897 nucleotides *Version C does not contain Sac |

T7 promoter: bases 20-39

6xHis tag: bases 112-129

T7 gene 10 leader: bases 133-162
Xpress™ epitope: bases 169-192

Multiple cloning site: bases 202-248

T7 reverse priming site: bases 295-314

T7 transcription terminator: bases 256-385
f1 origin: bases 456-911

bla promoter: bases 943-1047

Ampicillin (bla) resistance gene (ORF): bases 1042-1902
pUC origin: bases 916-2852 (C)

Figura 15. Esquema que muestra la estructura de los plasmidos de la familia pRSET. El
vector utilizado en este trabajo fue el pRSET A. EK, sitio de corte para la enterocinasa; MCS,
sitio de clonacion multiple; RBS, sitio de unién a ribosomas (Tomado del sitio web de
Invitrogen: http://tools.invitrogen.com/content/sfs/manuals/prset_man.pdf).
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de agarosa al 1% para su purificacion posterior con el kit QIAEX Il Gel Extraction
(Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante. Los productos purificados y
cuantificados se ligaron por incubacién en un volumen de reacclén de 10 ul usando
una relacion molar de 4:1 (inserto:vector) con 3 Unidades Weiss de DNA ligasa del
fago T4 (Invitrogen). La reaccion se llevo a cabo a 16°C toda la noche (Fig. 16).
Posteriormente una alicuota de 7 pul de la mezcla de ligacion se uso para transformar
100 pl de células competentes de E coli DH5a. como se describe mas adelante. El
plasmido recombinante pRSET A-Ehodp1 obtenido se secuencié y fue llamado

prEhodp1.

12. CLONACION DE UN FRAGMENTO DE DNA DE 1,116 pb DEL EXTREMO 3’

DEL GEN Ehodp1

Un fragmento de 1,116 pb del extremo 3’ del gen Ehodp1 fue amplificado con
los oligonucledtidos especificos (Tabla 3) y separado por electroforesis en un gel de
agarosa al 1% para su purificacién posterior con el kit QIAEX Il Gel Extraction. El
amplicon purificado se ligd en el vector pGEM-T-Easy (Fig. 17) en un volumen de
reaccion de 10 ul, usando una relacion molar de 4:1(inserto:vector) con 3 Unidades
Weiss de DNA ligasa del fago T4. La reaccién se llevd a cabo en dos condiciones: a

16°C durante 3 h y a 4°C durante 16 h. Una alicuota de 8 nul de la mezcla de ligacion

se utilizé para transformar 100 ul de células competentes de E coli DHSa.
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Obtencidn del Plasmido
Recombinante

DNA extrano
Gen de resistencia | . Piasmido | Bglll —— Ehodp1 \
2 antiblotico EcoRI 8 «  (Producto de PCR)

l' Digestion

Extremos cohesivos
-

Molécula de DNA
recombinante

,,\l Digestion

Hibridacion mas
DNA ligasa

Insercion del DNA

Eolulabacterans Cromosoma Bacterias crecidas en medio + antibidtico
I bacteriano / T
Clonacion I | | & &H |

Solo bacterias conteniendo e’ DNA recombinante creceran

Cultivo l —
Al "o

~_ )

Transformacion

Figura 16. Esquema que muestra el proceso de clonaciéon de un fragmento de DNA en
un vector plasmidico. En la parte superior se muestra que ambos DNAs se digirieron
previamente con las enzimas Bg/ Il y Eco RI, y posteriormente se ligaron entre si a través de
los extremos cohesivos compatibles producidos en la digestidn enzimatica. En la parte
inferior se muestra el proceso de transformacion del DNA ligado anteriormente y la seleccion
de las bacterias transformadas en un medio que contiene un antibiético como marcador
selectivo. Finalmente, se escoge una clona y se amplifica en medio de cultivo liquido para
obtener el plasmido por lisis alcalina o cualquier otro método descrito.
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PGEM-T Easy Vector sequence reference points:

T7 RNA polymerase transcription initiation site

Multiple Cloning Region

SP6 RNA polymerase promoter (-17 to +3)
SP6 RNA polymerase transcription initiation site
pUC/M13 Reverse Sequencing Primer binding site

lacZ start codon

lac operator

B-lactamase coding region
Phage f1 region

lac operon sequences

pPUC/M13 Forward Sequencing Primer binding site
T7 RNA polymerase promoter (-17-+3)

1 start
14
20
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31
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43
43
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64
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77
88
a0
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141 g
1
10-128
139-158
141
176-197
180
200-216
1337-2197
2380-2835
2836-2996
166-395
2949-2972
2999-3

Figura 17. Esquema que muestra la estructura del plasmido pGEM-T-Easy (Tomado del
sitio web de Promega: http://www.promega.com/vectors/t_vectors.htm).
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13. TRANSFORMACION DE CELULAS COMPETENTES DE E. coli DH5a Y

BL21(DE3)pLysS

Una alicuota de 100 ul de células competentes se mezcloé con 2 ul (10 ng) de
las minipreparaciones de DNA plasmidico o con 7 u 8 ul (20 ng) de las reacciones de
ligacién de los fragmentos de 504 pb y 1,116 pb del gen Ehodp1 con los vectores
pRSET A y pGEM-T-Easy, respectivamente. Las mezclas se incubaron durante 30
min a 4°C, se sometieron a choque térmico a 42°C durante 45 seg, se dejaron en
hielo por 2 min, enseguida se les agregaron 900 ul de medio LB a temperatura
ambiente y se incubaron a 37°C y 250 rpm durante una hora. Finalmente, 200 ul de
la suspension bacteriana se inocularon en una caja Petri con LB-ampicilina (100
ug/ml) y agar al 2% y se incubaron a 37°C toda la noche. En el caso de las células
BL21(DE3)pLysS, a las placas se les adicion6 cloranfenicol (34 ug/ml en etanol

absoluto).

14. OBTENCION DEL DNA PLASMIDICO POR EL METODO DE LISIS

ALCALINA

A partir de células transformantes de E. coli DH5a se purificaron los plasmidos
PRSET A o el plasmido recombinante prEhodp1. En 5 ml de medio LB suplementado
con 100 ug/ml de ampicilina se inoculdé una colonia bacteriana y se dejé crecer toda
la noche a 37°C y 250 rpm. Posteriormente, se centrifugaron 1.5 ml del cultivo a

14,000 rpm (12,000 x g) en una centrifuga de mesa Eppendorf (modelo 3415C)
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durante 1 min. La pastilla resultante se resuspendié por agitacion (con vortex) en 100
ul de la solucién | (glucosa 50 mM, Tris-fosfato 25 mMy EDTA 10 mM, pH 8.0) y se
dej6 5 min atemperatura ambiente (TA); después se adicionaron 200 ul de
la solucion Il (NaOH 0.2 Ny SDS al 1%), se mezclé suavemente por inversion y
se incubd por 10 min a TA, se agregaron 150 ul de solucion Il (KCH3;COO 5 M pH
5.2), se mezclé por inversion y se dejo en hielo durante 15 min. Finalmente, se
agregaron 15 ul de cloroformo y se centrifugdé durante 5 min a 14,000 rpm (12,000 x
g) para proceder a la recuperacion del DNA. El sobrenadante (SN) se colecté por
decantacion y se extrajo con 400 ul de una mezcla de fenol/cloroformo/alcohol
isoamilico (25/24/1, v/viv) mezclando durante 1 min en vortex a maxima velocidad,
entonces se centrifugd por 3 min a 14,000 rpm vy se recuperd el SN. EI DNA se
precipité del SN con 0.6 volumenes de isopropanol o con 1 ml de etanol absoluto
durante 15 min, se centrifugd a 14,000 rpm (12,000 x g) por 10 min y se lavé con un
volumen de etanol al 70%, se centrifugo y la pastilla obtenida se dejo secar a TA,
para posteriormente resuspenderla en 50 ul de TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH
8.0). Finalmente, se realizé una incubacién con 0.5 ul de RNasa A (10 ug/ul) a 37°C

durante 15 min y la solucion de DNA se conservo a -20° C hasta su uso.

15. SECUENCIACION

Para verificar la secuencia de nucleotidos del gen Ehodp1 reportada en el

banco de “The Sanger Institute” para el contig1, disefiamos varios oligonucledtidos

(Tabla 3) para amplificar por PCR diferentes fragmentos del gen a partir del DNA
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gendémico de la clona A y a partir de RNA empleando la técnica de 3° RACE (“3
Rapid Amplification of cDNA Ends”). Con los productos amplificados realizamos las
reacciones de secuenciacion siguiendo el método de terminacion de la cadena de la
DNA polimerasa (Sanger y col.,, 1977) empleando el kit “Big Dye Terminator
Sequencing System” versiéon 3.1 (Applied Biosystems). Los productos de las
reacciones se analizaron en un secuenciador automatico de DNA (310 Genetic
Analyzer, Applied Biosystems) en el Departamento de Genética y Biologia Molecular

del Cinvestav-IPN.

16. AMPLIFICACION DEL EXTREMO 3’ DEL GEN Ehodp1 POR MEDIO DE LA

TECNICA 3’-RACE

Para ampificar y posteriormete secuenciar el extremo 3’ del gen Ehodp1
utilizamos el kit GeneRacer (Invitrogen), siguiendo la metodologia descrita por el
fabricante. Para ello primeramente se realizé la sintesis del cDNA utilizando 5 ug de
RNA total y como cebador un oligo dT4s que contiene en su extremo 5 una
secuencia de 36 bases que es universal y caracteristico del primer GeneRacer Oligo
dT. Posteriormente, se realizdé una amplificacion por PCR con el oligo en antisentido
especifico del gen (en este caso Ehodpp1) y con un oligo llamado GeneRacer 3’
iniciador que hibrida con el oligo GeneRacer Oligo dT primer. Una vez amplificado,
se realiz6 una segunda amplificacién (una PCR anidada) para comprobar que el

primer amplicén fue el blanco deseado, utilizando un segundo oligo denominado
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GeneRacer 3’ Nested Primer y otro oligo especifico del gen en cuestion que se ubicd

mas hacia el extremo 3’ del gen.

17. INDUCCION DEL POLIPEPTIDO RECOMBINANTE rEhODP1-168
CODIFICADO POR EL FRAGMENTO DE 523 pb DEL GEN Ehodp7 Y SU

PURIFICACION POR CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD

Bacterias competentes de E. coli BL21(DE3)pLysS (Invitrogen) se
transformaron con el plasmido prEhodp1. Los cultivos se incubaron a 37°C en
agitacion a 250 rpm hasta alcanzar una densidad éptica de 0.8 a 600 nm. La
expresion de la proteina se indujo con isopropil-B-D-tiogalactopiranésido (IPTG) 1
mM durante 3 h a 37°C. La purificacion de la proteina recombinante se realizé en
condiciones desnaturalizantes por cromatografia de afinidad a metal inmobilizado
(IMAC, por sus siglas en inglés “Immobilized Metal Affinity Chromatography”) en una
columna de Ni**-nitrilo triacetato-agarosa (Ni**-NTA-agarosa) (Qiagen) (Fig. 18).
Para ello, las células se lisaron en amortiguador A (cloruro de guanidina 6 M en Tris-
HCI 10 mM, pH 8.0) por sonicacion aplicando 3 pulsos de 15-30 seg a potencia
intermedia, dejando en hielo la muestra durante 2 min entre cada pulso, la muestra
se clarifico por centrifugacién a 10,000 rpm (12,000 x g) en un rotor JA-20 en una
centrifuga de alta velocidad Beckman J2-21 a 4°C y el sobrenadante clarificado se
paso por la columna de Ni**-NTA-agarosa (1 ml de gel) por gravedad. Después la

columna se lavo con 4 volumenes de amortiguador C (urea 8 M, NaH,PO4 100 mM,
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Figura 18. Esquema usado en la purificacion del péptido recombinante prEhODP1-168
en condiciones desnaturalizante por IMAC. (a) Procedimiento usado en la lisis y
purificacion de la proteina recombinante en una columna de Ni2+-NTA-agarosa. (b) Esquema
que muestra un i6n Ni*? quelado por el nitrilo triacetato de la matriz y su interaccién con las
histidinas presentes en la etiqueta de 6His de la proteina recombinante.
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Tris HCI 10 mM, pH 6.3) y se procedié a eluir sucesivamente a las proteinas con 4
volumenes de los tampones D (urea 8 M, NaH,PO4 100 mM, Tris HCI 10 mM, pH 5.9)
y E (urea 8 M, NaH,POs, 100 mM, Tris HCI 10 mM, pH 4.5), siguiendo las

recomendaciones del manual “The QlAexpressionist” (Qiagen).

18. GELES BIDIMEN