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RESUMEN.

Estamos interesados en estudiar los mecanismos moleculares de la secrecion de protefnas
en Entamoeba histolytica. Por lo que entre oiras estrategias se disenaron oligonucledtidos
especificos para amplificar por PCR una regién del gene de la subunidad de 54 kDadel SRPde

este organismo.

Se obtuvo un productc ds PCR del tamafio esperado. Se purificé y se clond.

La caracterizacion de la secuencia obtenida de una de las clonas muestra que ésta tiene
una gran homologia con otras secuencias reportadas para SRP54 de otras especies. La
composicién y uso de codones del fragmento, son semejantes a los reportados para otros

genes de Entamoeba hisiolytica.

Se discuten la estrategia para la clonacién y la caracterizacién posterior del gene

completo de SRP54,asl como también se discute las implicaciones de un sistema de-secrecién

basado en SRP para Entamoeba histolytica.



INTRODUCCION.

I.- Generalidades del Transporte Celular.

Todas las células estdn compuestas de membranas, complejos p
componentes que se encuentran discreta y dindmicamente localizados en ¢
dentro y fuera de ellas. Esta locallzacién especifica de protein

nucleicos y de los otros componentes que conforman a las diversas cél

eucariotas les ha permitido llevar a cabo con éxito las diferentes fu

necesarias para su supervivencia (Alberts y col, 1989).

Existen diversos y especializados mecanismos celulares para tran

asegurar la correcta localizacion de los organelos, las vesfculasy las otig

celulares tanto si acaban de ser sintetizadas, si van a ser degradada
recicladas, sivienen del exterior (como en el-caso de la endocitosis), sise

en el caso de la secrecidn), o sélo se encuentran en transito dentro de la ¢

Todos los tipos de transporte dependen de los diferentes gradien

eléctricos), y de la dinamica acoplada al citoesqueleto. Mientras que la co

localizacion dependen del reconocimiento de sefiales dentro de la propia cé

Enlascélulas eucariotas el grado de especializacién y complejidad d
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distinguen por las siguientes caracter(sticas:

a) El nimero de moléculas diferentes y distribuidas especificament

eucariotas que en los procariotas.

b) Los eucariotas estédn compuestos de diferentes organelos queinte
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y diferencialmente entre ellos para el correcto ensamblaje y mantenimiento de la célula.

c) Existen una gran cantidad de organismos eucariotas que son pluricelulares y en los
que existe una diferente especializacién de estos mecanismos entre sus propias células, las
cuales pueden compartir entre ellas algunos de los sistemas basicos, pero que ademas
pueden especializarse en algunos de ellos y suprimir o modificar la calidad de los otros. Por
ejemplo el sistema de secrecién que utilizan las células del pancreas para la secrecién de
proteasas, lipasas, carbohidrasas y nucleasas al espacio extracelular es practicamente el
mismo que utilizan las neuronas especializadas en la secrecién de neurotrasmisores u
hormonas especificas, mientras que las células del lumen intestinal se especializan en

transportar moléculas a través de ellas hacia el torrente sanguineo.
il.- Generalidades de la secrecion. -

Uno de los mecanismos mas generales utilizado para la secrecién, y que esta conservado
entre los eucariotas, es lavia denominada "Vfa de Secrecién de protefnas! Esta estd
encargada de la construccién y constante renovacion de las membranas y proteinas
plasmaticas, asfcomo de la secrecién de moléculas al espacio extracelular. Hasta ahora esta

via de secrecion se ha dilucidado parcialmente por estudios con las técnicas de :

1.- Microscopia elecironica e inmunoqufmica

2.- Fracclonamiento y purificacién de los diversos componentes de la via,

3.- Sistemas de reconstitucion libres de células (microsomas o proteoliposomas)
4.- Sondeo de los genes de las proteinas involucradas en la secrecién en distintas
librerfas genéticas. o

5.- ldentificacién de las protelnas involucradas en la secrecion por técnicas de
entrecruzamlento.

6.- ldentificacion y caracterizacién de mutantes de los genes involucrados de alguna
manera en esta via (mutantes sec ), siendo esta herramienta genética la que ha

resultado ser la mas poderosa de todas (Deshaies R. J. y col. 1987, Deshaies R. J. y col.



Los modelos utilizados han sido diferentes bacterias y células eucariotas, especialmente

en el hongo Saccharomyces cerevisiae.

Todos les diferentes modelos eucariotas en los que se ha estudiado esta via, han
demostrado compartir muchas de las enzimas y de los mecanismos por los que finalmente se

secretan sus proteinas.

Se ha determinado que de una manera general las proteinas sintetizadas en el citoplasma y
que van a ser secretadas o localizadas en la membrana plasmatica, secuencialmente

maduran mientras pasan por varios organelos como se sefiala a continuacién (Figura 1):

1.~ Mientras las protefnas estan siendo sintetizadas en el citoplasma por los ribosomas, estas
son translocadas al lumen del RER en donde ocurren las primeras modificaciones

covalentes (glicosilacién e incisién proteica).

2.- Se desprenden vesfculas del RER que contienen dentro a las protelnas recién

translocadas a su interior.

3.- Las vesiculas viajan a la regién cl/s del aparato de Golgl donde se fusionan con las
membranas de esta zona, liberando o exponiendo las protelnas a su interior donde empiezan

a ocurrirles nuevas modificaciones covalentes necesarias para su direccién o su funcién.

4.- Nuevas veslculas se forman (denominadas vesfculas de condensacién ) y son
transportadas y fusionadas consecutivamente a las regiones reticulares media y trans del

aparato de Golgi, en donde otras enzimas continian haciendo modificaciones a las protelhas.

5.- Después de pasar por el aparato de Golgl las protefnas ya maduras pueden pasar a

las vesiculas secretorias, en donde son almacenadas mientras esperan la sefial para ser



6.- Las vesfculas finalmente se fusionan a la membrana plasmaética, liberando las
proteinas al espacio extracelular o exponiendo las proteinas de membrana (receptores,

canales, etc...) al exterior.

Variantes de esta via se encargan de reciclar las proteinas al retfculo endoplasmico
rugoso, de la formacion de los lisosomas primarios y de las vacuolas digestivas, y de

transportar las enzimas que finalmente permaneceran en el aparato de Golgi.

HI.- Transporte de las protelnas a través del retfculo endoplasmético.

Un gran nimero de protefnas (incluidas las protelnas de membrana plasmdtica, las
proteinas lisosomales, las protelnas de los endosomas, las proteinas de los organelos de la via
de secrecion y las proteinas de secrecidn) son transportadas al lumen del RER mientras son

sintetizadas, antes de que adopten su conformacion final (Walter P. y col. 1986).

El principal mecanismo en eucariotas, que con sus variantes, parece ser el mas
importante para el direccionamiento de las protefnas hacia la membrana del RER y su
posterior translocacién al lumen del reticulo endoplasmatico o insercién en la membrana del
RER, es el que involucra al complejo del SRP (Figura 2). Esnotable el hecho de que muchas de
las proteinas y de los mecanismos involucrédoé en la translocaciéon de los péptidos nacientes a
través de la membrana del RER tienen homdlogos en bacterias que son utilizados para la via

de exportacién de protefnas.

A continuacidn se describe el mecanismo de secrecion paso a paso como esta sefalado en la

Figura 2:

1.- Las protefnas que van a ser secretadas empiezan por ser traducidas en el citoplasma
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Figura 2.- Representacién grafica del ciclo del SRP involucrado en la
translocacién hacia el lumen del RER. Los componentes se muestran en

Italicas, las oraciones subrayadas muestran las diferentes etapas de! ciclo
y éstas se describen mas profundamente segiin su nimero en la Introduccién.
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Figura 1.- Representacion grafica de la via de secrecién (flechas en
rojo) y las vias alternas que de ella se derivan (flechas en azul). Los
nimeros muestran las diferentes etapas de la secrecion, las que se

describen en la Introduccion.



hasta que aparezca su secuencia sefal fuera del ribosoma.

A.- Las secuencias sefial generalmente se encuentran localizadas en el extremo NH5-
terminal del péptido y se caracterizan por estar formadas por 2 a 4 aminoéacidos con carga
neta positiva en el extremo mds cercano al NH,- terminal, 6 a 20 aminodcidos consecutivos
de cardcter hidrofébico, seguidos por 6 a 8 aminoéacidos que forman doblamientos de la
cadena peptidica (como prolina}, y finalmente un motivo de tres aminodcidos de cadena
lateral corta (AXA en procariotas; donde X es cualquier aminodcido) el cual es el sitio
reconocido para su corte por la proteasa del lumen del RER. Si la protefna va a estar
embebida en la membrana lipidica la secuencia sehal puede estar en cualquier lugar a lo
largo del péptido, y generalmente solo consta de 6 a 20 aminoécidos consecutivos de
cardcter hidrofébico, sin motivo de corte péra la proteasa (Leader D.P.1979, Landry S.J.

y col, 1991).

2.- En eucariotas la mayoria de las protefnas nacientes se unen al complejo ribonucleico

denominado SRP y son dirigidas a la membrana del reticulo endoplasmatico.

A.- Elcomplejo SRP estd formado por 6 subunidades proteicas y un RNA (una descripcion

mas detallada se da en la seccién IV de la Introduccion).

B.- El modelo actual que se tiene del mecanismo de este complejo nos dice que
inmediatamente que la secuencia sefal completa emerge del ribosoma (aproximadamente
60-70 aminodcidos después de que el primer aminoécido de la secuencia sefal es traducido
de su coddn en el RNA mensajero, pues 30 aminodcidos aproximadamente permanecen
dentro del ribosoma) el complejo SRP se une a la secuencia sefial y al ribosoma, deteniendo
con esto tanto la traduccion del péptido como su plegamiento a su conformacién final

(sirviendo por lo tanto como una protefna chaperona) (Waiter P, y col. 1981).

3.- Después todo el complejo es dirigido especificamente a la membrana del RER donde el SRP

se une al complejo proteico de membrana denominado "Receptor del SRP"(SR).
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A.- Se sabe que este receptor se encuentra fuertemente unido al RER(Meyer D. l.y col.

1882, Gilmore R. 1882).

B.- El receptor del SRP consta de dos subunidades denominadas Ro y SR, La subunidad
fRa es la que interactia con el SRP, pero ambas subunidades son necesarias para la
translocacién. La subunidad SRe tiene una region altamente homdloga con uno de los
dominios de la subunidad de 54 kDa del SRP(esto ha llevado a postular que en algin
momento de la evolucién ocurrié una duplicacién y variacidn de alguno de estos genes, y
que ambos continuaron funcionando en la via de la translocacién). Ambas regiones se
parecen menormente al motivo que une GTP de la familia de proteinas ras y parece ser que
este dominio en R es importante para elcorrecto direccionamiento de la secuencia senal.
Se sabe sin embargo que ambas subunidades son necesarias para su unién con GTP.En
condiciones in vitro en presencia de SRP la subunidad o es capaz de intercambiar GDP por
GTP liberando asf al ribosoma y a la secuencia sehal del complejo (SRP/receptor SRP).

(Tajima S. y col. 1986, Connolly T. y col. 1981, Rapiejko P. J. y col, 1982},

C.- Homélogos de estas protefnas han sido encontrados en plantas, animales, levadura y

bacterias (Rapoport T. A. 1992).

D.- En la reconstruccion artiticial (ab initio), del mecanismo de translocacién de péptidos
hacia el interior de proteoliposomas sintéticos, el receptor del SRP mostré ser uno de los
componentes minimos fundamentales para gque se lleve a cabo satisfactoriamente la

translocacion (Gérlich D. y col. 1993).

4.- Después del intercambio de GTPa GDPpor el SR se libera el ribosoma y la secuencia seial
del complejo SRP/SR. Luego el ribosoma y a secuencia sefial son transferidos a alguna
proteina que debe de cumplir la funcién de "receptor del ribosoma'y formar parte del
complejo hipotético denominado "transiocén"” , que debe ensamblarse en el momento y

debe ser el encargado de anclar el ribosoma a la membrana de RERy de empezar a translocar
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el péptido a través de la membrana del RER(que desde el momento en que se disocié del

complejo SRP/SRA reinicié su traduccidn).

A.- Por experimentos electrofisioldgicos se sabe que existe un canal en el reticulo
endoplasmico cuya abertura depende de la correcta asociacién de los ribosomas y de la
existencia de la secuencia sefial (Simon M. S.y col. 1992a). Canales parecidos han sido
encontrados en las membranas de la bacteria £. cofi, (SimonM.S.y col. 1992b). Por esto se
sabe que debe de existir por lo menos un tipo de canal que se ensambla o se abre en la
presencia del ribosoma y de la secuencia sefial y por el que se translocan las protefnas al
lumen del! RER. El complejo actual ("receptor del ribosoma"/"canal de translocacién
peptidica"/ “facilitadores”) denominado "translocoén" no se conoce totaimente, pudiendo
estar formado por muchos tipos de proteinas intercambiables dependiendo del tipo de

proteina que se va a translocar.

B.- Parece que la proteina codificada por el gene sec 61 (DeshalesR.J.y col. 1987), esun
buen candidato para formar parte de este complejo (se han encontrado homélogos en
distintas levaduras y recientemente en mamffero, ademas se sabe que E. coli tiene un
homélogo parecido denominado secYp (Schatz J. y col. 1990, Gorlich D., y col. 1992). La
prediccion de la topologfa de esta protefna indica que ésta atraviesa la membrana del FER
10 veces formando un canal con una abertura y un ambiente interno por el que se predice
podrian pasar todos los tipos de cadena lateral de las proteinas. Ademés esta proteina es
capaz de unirse in vifro con los ribosomas que se encuentran sintetizando protefnas con
secuencia sefial. También se sabe que este canal es capaz de translocar proteinas que
aungue ya estan lotalmente traducidas ‘sighen reteniendo una forma translocable (Sanders
S. L.y col. (1992). Munsh A. y col. 1892). Recientemente Gorlich D. y col. {1993),
encontraron que Sec61p formando un complejo mutiproteico junto con otros 2 polipétidos
(denominados Sec 6 18 (14 kDa) y Sec 6 1y (8 kDa}), es uno de los componentes minimos
fundamentales para que se lleve a cabo satistactoriamente la translocacién hacia el interior

de los proteoliposomas sintéticos.
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C.- Otra protefna membranal del reticulo endoplasmico denominada TRAM (Gorlich D. y col.
1992), es tan abundante como la cantidad de ribosomas unidos fuertemente a la membrana
del reticulo, sugiriendo que esté presente en cada sitio de translocacién, La secuencia de
esta proteina sugiere que atraviesa la membrana del reticulo endoplésmico 8 veces y que
tiene una cola de 60 aminodcidos en su extremo carboxilo que ve en direccién del
citoplasma. Estudios bioguimicos indican que se trata de una glicoprotelna que se une tanto
al principio de la secuencia sefnal como a la proteina Sec6ip (Gorlich D.y col. 1992),
Estudios de reconstitucién recientes (Gérlich D. y col. 1993), indican que esta protelna es
necesaria para la translocaciéon de algunos péptidos y estimuladora para otros, formando
parte de los componentes mfnimos necesarios para que se lleve a cabo satisfactoriamente la
translocacién hacia el interior de los proteoliposomas sintéticos. Lo anterior podria indicar
que esta protefna dirige algunas de las protefnas con secuencia sefial hacia el canal de

translocacion.

D.- Otras protefnas (entre ellas las codificadas por los genes denominados sec62 vy
sec63 en levadura) (Rothblatt J. A.y col. 1989), forman un complejo de por lo menos 4
protefnas (al menos con una proteina de 31.5 kDay una de 23 kDa (Deshaies R.J. y col.
1991)) que junto con la proteina BiP (codificada por el gene kar2 homdlogo al gene dnak de
procariotas), la cual se sabe se une a sec63 (Rapoport T. A. 1992), podrian estar
facilitando Ja translocacién de ia protefna ; través del canal (Sanders S, L.y col. 1992)
posiblemente al estar tirando de ella hacia dentro de! lumen del RER o sirviendo como

chaperonas para evitar e! plegamiento prematuro de las proteinas.

E.- El multimero de por lo menos 4 subunidades denominado SSR (Wiedmann M., y col.
1987), podria también estar involucrado de alguna manera en el translocén, pues aunque
mas débilmente que otras enzimas se sabe que se une a la secuencia sefal y a los ribosomas;
asl como también se sabe que anticuerpos contra éste complejo detienen in vitro la
translocacién (Hartmann E. y col. 1989). Se postula que podria funcionar reteniendo la

proteina dentro del RER (Wada I. 1991).
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F.- Otros factores que son necesarios para la translocacion y que podrfan formar parte

del translocon en algln momento o tener una relacion indirecta o secundaria son :

a.- Las proteinas de 34 kDa (Tazawa S., 1991), y de 180 kDa (Savitz A. J. y col.
1990), que se postula podrian actuar- como receptores del ribosoma para algin tipo
de canal de translocacion.

b.- Una proteina de 30 kDa con afinidad por el SRP (Tajima S. y col. 1986).

c.- Una proteina aun sin identificar que se sabe une ATP cuya hidrdlisis es necesaria
para la translocacién {Klappa P. y col. 1991, Zimmermann D. L. y col. 1991).

d.- Algunas otras protelnas que se sabe se unen a las cadenas peptfdicas nacientes de
los ribosomas (Kellaris K. V. y col. 1991, Robinson A. y col. 1987).

e.- Los productos de los genes sec 20y sec21. El producto de los genes bet2, bosty

sly2 (Pryer N. K. y col. 1992),

5,- Mientras las protefnas estén siendo translocadas por el canal del translocén la secuencia
sefal se puede doblar e insertar en la membrana del RER o unirse a otras proteinas. También

ocurren algunas modlficaciones covalentes mientras se translocan.

A.- Protelnas chaperonas como la BiP (Bole D. G.y col. 1986, Haas!. G.y col. 1984},
mencionada anteriormente, con homologfa de 60% con la protefna HSP70, podrfan unirse
transientemente a la protefna que se estd translocando para evitar su plegamiento

prematuro.

B.- La enzima disulfuro Isomerasa se encarga de catalizar el rompimiento de las uniones
disulfuro entre las cistelnas para asegurar su correcto apareamiento y por tanto la

correcta conformacidn final de las protefnas (Freedman R. B. 1984, Roth R. y col. 1987).

C.- Siel péptido va a ser citosoluble, el complejo enzimatico denominado "peptidasa de la
secuencla sefal" (Evans E,y col. 1986, YaDeau J. T. y col. 1989), una de cuyas

subunidades parece tener homologfa con Sec11p (Shelness G. 8.y col. 1990), se encarga
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de cortar las secuencia sefial (en su sitio especifico de corte como ya se menciond) del
resto del péptido, liberando asf el péptido que se estd translocando directamente al lumen

del RER.

D.- El complejo enzimdtico oligosacaridotransferasa(Kelleher D. y col. 1992), se
encarga de glicosilar a las proteinas nacientes en posicién de asparagina, transfiriendo el

carbohidrato a partir de glicolipidos que se encuentran en la membrana del RER.

6.- Elcomplejo SRP sedisocia del receptor del SRP (Connolly T.y col. 1991), cuando
el GTPdel receptor del SRPse hidroliza a GDP, liberando el SRP al espacio citoplasmatico y

dejando el receptor de SRP en la membrana.

IV.- El complejo SRP.

El complejo ribonucleoprotéico SRP es el encargado, en la mayorfa de los
eucariotas, de dirigir la mayor parte de las protefnas nacientes del ribosoma hacia el RER,

uniéndose ahl con su receptor, como ya se ha mencionado.

Ei complejo ribonucleoprotéico del SRPesta formado por un RNA denominado 7SL, y seis
subunidades de pesos moleculares de 9, 14, 19, 54, 68 y 72 kDa (Figura 3). Todos estos
componentes se han encontrado por sondeo en las diferentes plantas, animales y levaduras

en las que se ha buscado (Walter P. y col. 1986).

La nucleasa S7 del Staphylococcus aureus corta al RNA7SL en un sitio no protegido por las
subunidades del SRP, separando al complejo del SRPen 2 dominios funcionales menores, uno
- formado por las subunidades SRP9, SRP14y el otro esta formado por las subunidades SRP19,

SRP54, SRP68, SRP72. A continuacion se explica lo que se conoce de cada una de las partes.
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Figura 3.- El diagrama muestra |Ia
subunidades (9, 14,19, 54, 68 y 72 kD) y el RNA de aproximadamente 300

nucieotidos (7SL), que forman al complejo SRP. Se muestra tambien el sitio
de corte de la nucleasa S7 que resolvié el dominio de unidn al ribosoma del

dominio de unién a la secuencia sefial y al SR.




1.- EIRNA 7S L tiene aproximadamente 300 nucleétidos de largo y contiene IV dominios
en su estructura secundaria (Zwieb C. y col. 1989), que son altamente conservados a lo
largo de la escala filogenética, Ensayos de mutacion de las diferentes regiones han indicado
las regiones que son necesarias para el ensamblaje de todo el complejo, algunas de estas
mutaciones son letales para los organismos (Bernstein H. D., y col. 1989). Sesabe que este
RNA cambia su conformacién durante el ciclo de SRP (Andreazzoli M. y col. 1991), pudiendo
estar relacionado con fa permisibilidad de la direccion que foma el ciclo. Este RNAtiene un
homologo en la bacteria E. cofi denominado 4.5 S el cual forma un complejo con otras
protelnas que son necesarias para la translocacién de algunas proteinas a través de la

membrana plasmatica de esta bacteria,

2,- Las subunidades de 8 y 14 kDa forman un heterodimero que se sabe esta en el
fragmento menor, resultado del corte por la nucleasa S7, y el cual es necesario para
detener la traduccién del péptido sintetizado por el ribosoma (Siege! V. y col. 1988), por o
que se cree que deben de tener dominios que se unen a éste. Ambas subunidades son
necesarias para su unién con el RNA7SL (Strub K. y col. 1990); se sabe que se unen a 4
diferentes regiones del RNA7SL en laregién homdloga de la familia de secuencias repetitivas
Alu (Strub K. vy col. 1991). Sorprendentemente uno de estos contactos es con una region
del RNA 7SL altamente conservada a lo largo de toda la escala filogenética y que se predice

es cadena sencilla.

3.- La subunidadde 19 kDa se encuentra en el fragmento grande del SRP, resultado del
corte por la nucleasa S7, fragmento neces;lrio (junto con las subunidades de 54, 68 y 72
kDa) para la unién del SRPcon el secuencia sefial y con su receptor (SiegelV. y col. 1988).
Esta subunidad se une por medio de su regién que va de la posicién 113 a.a.-120 a.a.,
(Zwieb C. 1991}, a la regidn 1V del RNA 7SL formada por un "tetraloop” (Zwieb C. 1992).
De heché. esta protelna tiene homologia con otras que también se unen a regiones de RNA
con "tetraloop" (como la proteina ribosomal S15 de bacterias). Esta subunidad, se sabe
facilita cooperativamente la unién del SRP54 al 7SL, La proteina codificada por el gene

sec65 de S.cerevisiae es homodloga en secuencia a esta subunidad, por lo que es probable
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que este sea, en levadura, el gene codificante para esta subunidad (Stirling C. J. y col.

(1892), Hann B. C. y col. 1992).

4.- Las subunidades de 68 y 72 kDa forman de manera natural un heterodimero que se
encuentran en la parte del SRPque se une a la secuencia sefial y al receptor del SRP.La
secuencia de 671 aminodcidos de la subunidad de 7 kDa revela que es una proteina bdsica a
la que hasta el momento no se le ha‘encontrado homologia con ninguna otra protelna de los
bancos de datos. Se une a la subunidad de 68 kDa por su mitad carboxilo terminal. La
subunidad de 68 kDa se une al RNA75L por su mitad amino terminal rica en glicina (Hertz J.
y col. 1990), vy a su vez a la subunidad de 72 kDa tambien por su mitad carboxilo, sirviendo
puss como puente entre ésta y el RNA. La funcién de este heterodimero no se conoce, pero
se postula que podrfa tener dominios que son necesarios para su unién con otras proteinas

" de la membrana del RER (Lutcke H. y col. 1983),

5.- La subunidad de 54 kDa denominaaa SRP54 es la parte del complejo SRP mas estudiada
hasta el momento. Homélogos de esta proteina se han encontrade en todos los organismos
en los que hasta el momento se ha buscado, incluso esta subunidad tiene homologos en las
bacterias. En E.cofi el homdlogo se denomina fth (Phillips G. J. y col. 1992). Se ha probado
que ambas protefnas son funcionalmente intercambiables entre organismos (Bernstein H. D.

y col. 1993).
La protefna SAP54 (Figura 4) tiene por lo menos dos dominios :

A.- La regidn carboxilo terminal de 22 kDa (determinado por transcritos truncados del
gene original), une a los diferentes tipos de secuencla sefial (High S. y col.
1991, Lutcke W.y col. 1992). Predicciones por dicroismo circular de este dominio, nos
sugieren que posee por lo menostres wo-hélices ricas, en uno de sus lados, en metioninas y
otros aminodcidos hidrofébicos, los cuales podrfan crear una bolsa hidrotdbica en donde
los aminoacidos hidrofdbicos de la secuencia senal se podrfan acomodar; lo flexible de las

cadenas laterales de las metioninas parece ser particularmente apto para cumplir esta
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Figura 4.- Esquema de los dos dominios de la proteina SRP54. Se muestra el
dominio G que se sabe se une e hidroliza GTP, por medio de sus 3 regiones
o cajas (I, N, M), que se encuentran ultraconservadas entre las diferentes
especies. El dominio M que se une a las secuencias sefial por medio de sus 3
o hélices (hl, hll, hlil), ricas en metioninas y otros aminoacidos no
polares, este mismo dominio tambien se une de alguna manera al complejo
SRP19/7S. Aparece ademés la comparacién de los dominios compartidos con
su proteina homologa en E. coli el ffh, y el dominio G de la subunidad o del
SR.



funcién (Bernstein H. D. y col. 1988). Ademas este dominio posee una regién que es
necesaria para la union con el complejo que forman la subunidad 19 kDay el RNA 7SL

(Zopf D. y col. 1990, Selinger D. y col. 1993).

B.- El otro dominio (tambien determinado por transcritos truncados del gene original),
estd en la regién amino terminal de 33 kDa. Esta regién, como ya se mencion6, tiene
parecido con el dominio que une nucledtidos de la familia de protelnas ras, sobre todo en
tres regiones (o "cajas"), que se sabe son las responsables de entrar en contacto con los
nucledtidos (Rémisch K., y col. 1989, Bernstein H. D.y col. 1989). Experimentos in vitro
han demostrado que este dominio se'un}e especfficamente a GTP y es capaz de
hidrolizarlo a GDP.No se sabe si esta funcion es necesaria para el ciclo del SRP pero se
postula que puede tener que ver con el direccionamiento de la secuencia sefal al

translocdn, lograr una asociaciéon modulada con las secuencias sefial o el de interactuar

de alguna manera con su regién homdloga en SRa (Zopf D. y col. 1993).
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ANTECEDENTES.
.- Entamoeba histolytica, Agente etioldgico de la amibiasis.

Entamoeba hislolytica es el agente causal de la amibiasis en paises en vfasde desarrollo, y
esta clasificada como el tercer agente pardsito mas importante, después de la malaria y la
esquistosomiasis. Se estimd, en el afic de 1981, que cerca de 500 miflones de individuos en
todo el mundo estaban infectados por E. histolytica (Walsh J, A. y col. 1986). El 10% de los
casos desarrolla amibiasis invasiva en dondei los sintomas van desde uha diarrea media y

transitoria hasta una colitis ulcerativa crénica (Reed S. L., y col. 1988).

Entamoeba histolytica secreta activamente al espacio extracelular enzimas que
destruyen los tejidos de su huésped, permitiéndole eventualmente invadir la mucosa intestinal,
entrar al corriente sanguineoy diseminarse por el resto del organismo (Luaces A. L. y col.
(1988), Agrawal A. y col. 1989), lo que resulta en la produccién de abscesos amibianos
extraintestinales, principalmente en el higado, Alrededor de 75,000 muertes al afio se deben

a una amibiasis invasiva (Guerrant R. L. 1986).
.- Ciclo de vida y morfologla de Entamoeba histolytica.

E. histolytica tiene un ciclo de vida que consiste fundamentalmente de cuatro estadios

consecutivos que son:

a) El trofozoito,- Estade mévilde la amibay el de mayor actividad metabdlica, Habita como
comensal en intestino grueso del hombre.

b) El prequiste.- Estadio intermedio entre el trofozoito y el quiste, secreta
progresivamente una capa de quitina.

¢) Eif quiste.- Es la forma infectiva del parasito.

d) El metaquiste.- Estadio intermedio entre el quiste y e! trofozoito.
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El endoplasma del trofozoito presenta abundantes vacuolas embebidas en una matriz
citoplasmatica. Por microscopia electrénica se han identificado diferentes tipos de vacuolas
citoplasmaticas (vacuolas fagociticas, macropinociticas, lisosomas primarios y secundarios,
cuerpos residuales y vacuolas autofégicas) (Martinez-Palomo A. 1982, Aley S.B.,y col. 1984,
Ravdin J. L. y col, 1986). Muchas de ellas contienen enzimas lisosomales, algunas unidas a la
cara interna de las membranas vacuolares. La organizacidén submicroscépica del trofozoito se
caracteriza por la ausencia de organelos diferenciados presentes en células eucariotas
tipicas como: mitocondrias, peroxisomas, aparato de Golgi, reticulo endoplasmatico y
centriolos. Los ribosomas estan organizr;zdo‘s en arreglos helicoidales que se agregan en
inclusiones cristalinas grandes y constituyen los "cuerpos cromatoides” (Dobell C.1919), que
se ven al microscopio de luz. Los cuerpos cromatoides se encuentran frecuentemente
asociadas a vacuofas digestivas (Rosembaum R. M.,y col. 1970). La morfologia del organismo

en los otros estadios es menos conocida.

IIl.-  Entamoeba histolytica como modelo experimental de célula eucariotas

primitiva.

Entamoeba histolytica es un protozoario que pertenece al reino Archezoa, al filum
Archamobae y ala clase Rhizopoda. Se considera que todo el filum se originé de un organismo
que divergid en las primeras etapas de la evoluciodn de los eucariotas (Cavalier- Smith T1891,

Bakker-Grunwald T. y col. 1993).

Entamoeba histolytica no tiene mitocondrias, peroxisomas o microtibulos citoplasmicos,
no se le ha identificado un aparato de Golgio reticulos endopldsmicos bien desarrollados etc...
Por esto se le ha considerado representativo de los primeros organismos eucariotas que se
- formaron sobre la tierra, y es considerado como un buen modelo del estudio de los eucariotas
primitivos con el fin de entender la evolucién que origino a los eucariotas mas complejos. En
este respecto amiba nos podrfa servir para entender la formacién y organizacién de los

sistemas de secrecién de los eucariotas especializados de nuestros dias apartir de los
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sistemas de secrecién de los organismos mas primitivos (las bacterias).

" Elestudio de los caracteres primitivos de la amiba asimismopodria servir para el disefio de
drogas especificas, antisentido o por ingenierfa farmacéutica, que contrarresten su
virulencia (el estudio de la secrecién es importante aquf pues se piensa que este es el factor
principal responsable de la patogenicidad del organismo (Tannich E. 1991)). Por ejemplo
recordemos que el metronidazol (medicina prescrita contra la amibiasis), interactia con la
ferrodoxina, un acarreador redox cuya presencia en e! citoplasma de la amiba se considera

un rasgo arcaico (Mdller M. 1988).

Se espera ademds que estudios como el presente serviran con el tiempo para conocer con
bases moleculares la morfologfa, fisiologla y diferenciacién de los sistemas y organelos de este

organismo que no son del todo claros hasta el momento (Martinez-Palomo A. 1982).

Aunque Entamoeba histolytica no es un modelo experimental perfecto (debido a que no
existen clonas y algunos tipos de técnicas no son eficientemente extrapolables a este
modelo), presenta las siguientes ventajas: Un ciclo de vida corto (aproximadamente en 13 h
se duplica la poblacidén en el caso de la cepa HK9). Se tiene bien estandarizado un método de
cultivo (ver referencia en Métodos) y algunos tipos de manejo experimental. Ademas
actuaimente se ha logrado tener transformantes estables de este organismo (datos sin

publicar por James McKerrow). Co.

IV.- SRP54 como candidato para Iniclar el estudio molecular de la via de

secreclén en Entamoeba histolytica.-

SRP54, como ya se menciond, se encuentra ampliamente distribuido a lo largo de toda la
escala filogenética y su funcion estd bien caracterizada. Contiene zonas altamente
conservadas que nos permitiran el disefio de primers especificos para obtener productos de

PCRque servirdan para estudios de regulacion, caracterizacién gendmica de este gene y para
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la clonacién del gene completo, lo que llevara posteriormente a la realizacion de otros tipos
de estudios, tales como la supresién de la expresion de este gene, o la complementacién de la

funcién que realiza esta protelna en mutantes de srp54 en S, cerevisiae.
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OBJETIVOS.

I.- Con base a las secuencias reportadas para SRP54 disefiar oligonucledtidos especificos

para la amplificacién de un segmento de la subunidad SRP54 de Entamoeba histolytica.

.- Clonar y caracterizar por secuenciacion el segmento de la subunidad SRP54 de

Entamoeba histolytica.

I1l.- Disefiar sondas en base a la secuencia obtenida para continuar el estudio de este gene

en Entamoeba histolylica.
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MATERIALES Y METODOS.
l.- Soluciones y amortiguadores.

Elamortiguador TE usado para disolver DNA, consto de Tris hidroximetilaminometano
(Tris base) 10 mMpH 7.6, y 3 posibles concentraciones de trabajo para e! quelante; écido
etilendiaminatetracetato disédico {(EDTA): 1 mM, 0.1 mM o 0.01 mM.

El amortiguador TBE usado para las corridas de geles de acrilamida se preparé en
soluciones stock 10X mezclando 108 g de Tris base, 55 g de dcido bdrico y 40 mlde EDTA
0.5 M pH 8.0 en un litro de agua bidestilada. La concentracién final de trabajo fue Tris-

borato 0.09 M, EDTA 0.002 M.

El amortiguador TAE usado para las corridas de geles de agarosa se prepard en
soluciones stock 50X mezclando 242 g de Tris base, 57.1 mide dcido acético glacial, 100 ml
de EDTA 0.5 MpH 8.0 en un litro de agua bidestilada. La concentracién final de trabajo fue
Tris-acetato 0.04 M, EDTA 0,001 M.

La solucién stock al 40% de acrilamida se prepard de la siguiente manera: a 100 ml
de agua bidestilada se le agregaron 194.5 g'de acrilamida y 5.2 g de bis-acrilamida, se agité
hasta disolver, y se aforé a 500 mlcon agua bidestilada; la solucién se filtré a través de una

membrana Milipore de 0.45 um, y se guardd en un frasco ambar a 4.0° C

La solucién de carga para geles de agarosa consto de azul de bromofenol 0.25

%, Xilencianol 0.25 % y glicerol al 30 % en agua bidestilada.

La soluclén de carga para geles de acrilamida consto de formamida 95 %, EDTA

20 mM, azul de bromofenol 0.05 %, xilencianol 0.05 % en agua bidestilada.
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La solucién stock al 1000X de carbamicilina (un andlogo mds estable de fa
ampicilina ), se prepard disolviendo un gramo en 5 ml de agua desionizada y tetradestilada
(concentracion inicial de 200 mg/ml), y se pasé la solucion por un filtro Milipore de 0.45 um.
La concentracién para seleccionar cepas transformadas en cajas Pelri LB-agarosa fue de

200 pg/ml.

B amortiguador de lisis-digestién usado en la preparacién de DNA gendmico de
Amiba (Tris-Cl 50 mM pH 7.95, EDTA 0.4 M EDTA,NaCi 100 mM, SDS0.5 %, Proteinasa K 0.5
mg/ml , iodoacético 5 mM), se preparé afiadiendo a 20 mide EDTA0.5 M 1.25 mide SDS10
%, 28.3 mg de acido iodoacético y se aforé a 25 mi con agua bidestilada. La proteinasa K se
afiadié como sdlido al volumen que realmente se utilizé a una concentracién final de 0.5

mg/mi.

La solucién de CTAB (bromuro de cetlitrimetitamonio) al 10 %, usada en la
purificacion de DNA amibiano, se prepard disolviendo 10 g de la sal en 100 ml de agua

bidestilada estéril.

Elameortiguador de glucosa para la purificacién de plasmido se preparé mezclando en
80 mlde agua bidestilada 2.5 mide EDTA0.4 M, 2.5 mide Tris HCI 1M pH 8.0, 1g de glucosa,
ajustando eipH a 8.0 y aforando a 100 mlcon agua bidestilada. Las concentraciones finales
son Tris HC10.025 MpH 8.0, EDTA 10 mM, glucosa 1 %. Sefiltrd por una membrana Milipore
0.45 pm.

La solucién de SDS alcalino para la purificacién de plasmido se preparé al momento,
mezclando en 102 mi de agua bidestilada 12 mide NaOH2 Ny 6 mlde SDS20 %. Las
concentraciones finales son SDS1 %, NaOH 0.2 N. Se preparé y guardo en botellas de

pléstico a temperatura ambiente.

El acetato de potaslo 3 M pH 4.9 para la purificacion de plasmido, se prepard

disolviendo 88.3 ¢ de ia sal en 200 mide agua destilada, se llevé a un pH de 4.9 con dcido
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acético glacial, se aforé a 300 ml y se eslerilizé en autoclave durante 20 mina 15

libras/pulgada.

La solucién de CsCl se preparé afiadiendo exactamente 200 g de CsCl {(grado analitico)

a 200 ml de EDTA 0.1 M pH8.0.

Elamortiguador TC, usado en la preparacidén de células competentes, consto de Tris

10 mM pH 7.5 y CaCl, 50 mM.

Etamortiguador TCG usado en la preparacion de células competentes consto de Tris

10 mM pH 7.5, CaCly 50 mM y glicerol 20 % .

El amortiguador TCM usado de un stock 10X, se utilizé para la transformacién de
células competentes obtenidas a partir de la técnica de calcio. Elstock 10X constoe de Tris
100 mMpH 7.5, CaCl, 100 mM,MgCly 500 mM, Se esterilizé por auteclave durante 20 mina

15 libras/pulgada.

Et amortiguador NSA (No Salt Annealing Solution), usado para el apareamiento del
oligonucledtido con el templado de DNA, durante el método de secuenciacién, Se prepard en
una salucion stock 10X que consté de (Tris HCI400 mMpH 7.5, MgCl, 200 mM). La solucidn

se esterilizé en avtoclave como ya se ha mencionado.
li.- Cepas, medios de cuitivo.

Cepa Entamoeba histolytica HKS, caracterizada por presentar un zimodemo

patdgeno tipo I (Said-Fernandez y col. 1988).

Etcultivo para los trofozoitos de Entamoeba histolytica de la cepa HK® se llevo a cabo en
el medio de cultivo TY1-8-33 bajo condiciones axénicas como descrito por Diamond L. y col.

{1968).
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Cepa Escherichia colf CMK, derivada a las cepas JM109 y JM101 con genotipo

conocido de recA™y F*[1raD36 proAB ™ laciH jacZaM15] integrado al genoma, Usada por

su alta tasa de transformacién (8.0 X107 /ug de pldsmido).

Eleultlvo de E. coli. se realizé en el medio LB (Luria-Bertani). Preparado como se describe
a continuacién: a 950 m!de agua desionizada se le agregd 10 g de bactotriptona, 5 g de
extracto de levadura y 10 g de NaCl. Se agité hasta gue los solutos se disolvieron. Se ajusto
el pH a 7.0 con NaOHy se llevd a un volumen final de 1 | con agua desionizada, se alicuoto a
volimenes de 100 mien matraces Erlenmeyer, y se taparon con tapones de algeddn y gasa.
Se esterilizo en autoclave durante 20 mina 15 libras/pulgada. Para preparar medio LB sdlido

se agregaron previamente 15 g de bacto-agar.

Cuando se uso antibidtico, se dejo que el medio se enfriara hasta una temperatura de

aproximadamente 45° C antes de agregario (Bebido a que el antibidtico es termolabil).

Antes de que solidificara se virtfo en condiciones estériles aproximadamente 20 ml a cajas
de Petri de 90 mm de didmetro. Se dejaron 20 min a temperatura ambiente hasta que
solidificé el agar, se secaron por 20 min en una campana de flujo laminar (dejando las tapas
entreabiertas), y se guardaron a 4.0° C hasta su uso, Siempre se dejo upa caja a 37° C por

12 h como control de esterilidad,

El almacenamiento de cultivos de bacterias importantes se hizo creciendo una
colonia en LB liguido por 12 h y llevandola a 25 % con glicerol estéril. Alfcuotas en tubos de
1.5 m! se guardaron a -70.0° G
il.- Pladsmido.

Se utilizé ¢! pldsmido pGem-4z (Ampf, sitios y promotores de transcripcién Spsy T7
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flanqueando un sitio M13mp18 de miuiltiple clonacién, regién codificadora para la B-
Galactosidasa bajo el operdn distante /acZ y sitio de replicacidon OR, 2746 pb, obtenido de
Promega), como vector de clonacion, templado para los oligos usados en el sondeo por PCR,y

como templado para los oligos de secuenciacion.
IV.- Digestién del DNA con enzimas de restriccion.

A continuacion se describen las enzimas que se utilizaron y los amortiguadores de ensayo

descritos por los fabricantes (a una concentracién 10X):

Bgli (Boehringer Manheim): Tris HCI 100 mMpH 8.0, NaCl60 mM,MgCl, 10 mMy BSAO0.1
mg/ml.

Bstl (Boehringer Manheim): Tris HCI 10 mM pH 7.5, NaCl50 mM, MgCl, 10 mM, 2-
mercaptoetanol 1 mM y BSA 0.1 mg/ml.

EcoRl (Boehringer Manheim): Tris HCI 100 mM pH 7.5, NaCl 50 mM, MgCl, 10 mM, 2-
mercaptoetanol 2 mM y BSA 0.1 mg/ml.

EcoRV (Boehringer Manheim): Tris HCI 10 mM pH 8.0, NaCl 100 mM, MgCl, 6 mM, 2-
mercaptoetanol 2 mM y BSA 0.1 mg/ml.

Haelll (Boehringer Manheim): Tris HCl 50 mM pH 7.5, NaCl 50 mM, MgCl, 6 mM,DTT 1 mM
y BSA 0.1 mg/ml,

Hindlll (Boehringer Manheim): Tris HCI10 mMpH 7.5, NaCl 50 mM, MgCly 10 mM, DTT 1
mM y BSA 0.1 mg/ml.

Smal (Boehringer Manheim): Tris Hél 15 mM pH 8.0, KCI 15 mM, MgCl, 6 mM, 2-

mercaptoetanol 6 mM y BSA 0.1 mg/ml,

La temperatura de reaccién para todas las enzimas fue de 37° Ccon excepcion de Smal
(26° C). Las unidades de actividad definidas por los fabricantes no fueron reproducibles en
nuestros experimentos, por lo cual se usaron cantidades de 10 Unidades/ug de DNAen 10 pi
de reaccién. Los tiempos de digestioén fueron de 1/2 h a 4 h seglin la enzima utilizada. La

reaccion de digestién se paro con 4 pl de solucion de carga, y los productos de digestion se

28



analizaron en geles de agarosa TAE1X 0.8 %, 1.2 %, 1.5 %, como se describe a continuacién,

dependiendo de los tamafios de las bandas esperadas.
V.- Técnlcas de eclectroforesis en gel.

La téenica para preparacién de geles 'de- agarosa es la descrita por Sambrook J., y

col., (1989), se usd para el andlisis, aislamiento y cuantificacion de DNA,

Para el analisis del plésmido se utiliz6 agarosa (BRL INC.},al 0.8 % concentracién final en
40 ml de amortiguador TAE 1X en la camara BioRad INC. Los fragmentos de DNA de menor
tamafio (2000-100 pb) se analizaron en concentraciones variables de agarosa de 1 %a 1.5
% segtin la resolucion deseada (a partir de Brown T.A., 1991). A cada muestra (desde 50 ng
hasta 500 ng de DNA si el gel es analitico}, se agregaron 2 ul de solucién de carga para geles
de agarosa por cada 10 pl de solucién de DNA. Tipicamente se incluyeron estandares de peso
molecular conocido como Ladder de 100 pby de 123 pb {(Gibco BRL, citados en Hartley J. L.,
y col. 1981), para bandas esperadas menores de 600 pb, y DNAde A (Boehringer) digerido
con las enzimas de restriccion EcoR|y Hindlllo DNA de A (Boehringer) digerido con la enzima
de restriccién Bstl para bandas esperad.as 'de un tamaiio mayor a 600 pb. Los geles se
corrieron a un voltaje de 1 a 5 V/cm (la distancia en cm es igual a la distancia entre los
electrodos), en amortiguador TAE 1X con bromuro de etidio a una concentracion final de 0.4
ug/ml. Fueimportante que el amortiguador con el que se preparé el gel fuera el mismocon el
que se hizo la corrida. Cuando el marcador de azul de bromofenol llegaba al final del gel, se
detuvo la corrida, y se expuso el gel en un transiluminador de luz ultravioleta. Los registros

fotograficos se hicieron en una camara Polaroid de enfogue fijé, con un filtro Kodak para U.V.

Los geles desnaturalizantes de poliacrilamida al 20 %, urea7 M, como
descrito en Sambrook J. y col. (1989), se prepard de la siguiente manera: justo antes de
necesitar el gel, se disolvieron 4.85 gde urea en 3 mlde agua bidestilada, se le agregaron §
mi de la solucién stock de acrilamida al 40 %, 665 plde TBE 10X, 100 plde persulfato de

amonio 25 %y 3.5 plde TEMED (N,N,N',N',- tetrametiletilendiamina), se aforo a 10 miy se
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vacfo para ser corrido en una camara “tall mighty small" de Hoeffer. 200 ng de cada oligo
junto con 5 pl de solucién de carga se corrieron a 350 Vy 15 mA hasta que el marcador azul
de bromofenol flego al final del gel. Se revelo por 1 min en una solucién de bromuro de etidio a
una concentracion de 1.0 pg/ml, se removio el exceso de bromuro de etidio en agua, y se
expuso en un transiluminador de luz ultravioleta,

Los geles de secuenciacion acrilamida 5§ %, urea 7 M, se prepararon disolviendo
63 gde urea {(grado secuenciacion), en 80 mide agua desionizada, ahadiendo 15 miTBE10X,
25 mi de la solucién stock de acritamida 30 % (19:1) y se aforaron a 150 mi con agua
desionizada. A 50 mise le afiadid 150 plde persulfato de amonio 25 %y 150 plde TEMED.La
solucion se usé para sellar la parte inferior de la cémara Bio-Rad para geles de secuenciacion.
Una vez polimerizado, se afiadié a los restantes 100 ml de solucién de acrilamida 100 pl de
persulfato de amonio 256 % y 100 pl de TEMED, Se vaci¢ la solucién a fa cdmara. Se dejé

polimerizar por lo menos 8 h.
Vi.- Purificacién y concentracién del DNA.

Preparacién de DNA amiblano geﬁér}nco de alto peso molecular El siguiente
protocolo produjo DNA de més de 50 Kb (7 - 10pug DNA/108 células) que contenia aun cierta
cantidad de polisacéridos. En varios experimentos, este DNA probo servir como templado
para PCR. En amortiguador neutro con Mg2+ y a temperatura ambiente el DNA se degrado

en pocas horas, lo que indica que la presencia de DNAasas en Ja muestra es aun muy alta, sin
embargo el, DNA es bastante estable cuando se precipita con etanol y se mantiene a -70°C.
Todas las manipulaciones se realizaron buscando minimizar la ruptura mecdnica del DNA, por

lo que se usaron las siguientes precauciones:

- Se utilizaron pipetas Pasteur recortadas.
- Las extracciones con fenot/cloroformo y cloroformo hubo que efectuarlas de manera

suave.

- Se evito cualquier agitacion brusca de la muestra.
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Ef protocolo empleo iodoacetato como posible inhibidor de DNAsas y la precipitacion de
polisacéaridos en presencia de CTAB (Murray y col. 1980). Nétese también que la
concentracién de EDTA fue mayor que la normalmente recomendada. Los trofozoitos
debieron de estar en peirfectas condiciom;s, es decir, que se encontraran en fase de
crecimiento activo. Las amibas se utilizaron inmediatamente después de haberlas sacado de la
incubadora, se cosecharon y se lavaron con extremo cuidado (no se dejaron enfriar de masy
se lavaron con medio basal sin suero, al centrifugar se busco mantener calidad mas que

cantidad de células).

El siguiente procedimiento fue para 100 a 150 X 1 08 células. Se enfriaron las botellas de

cuitivo en bafio de hielo durante 5 min y se transfirieron a botellas de centrifugacién, Las
células se bajaron a 750 X g (2 krpm en el rotor JS-10), durante 10 mina 10° C. Se elimindel
sobrenadante y se transfirieron las células a un tubo Corex de 30 ml. La transferencia se
hizo en forma seriada con 4 alfcuotas de 2.5 mlde amortiguador de lisis-digestion, usando una
pipeta Pasteur recortada (10 ml totales a los que previamente se les afiadié la proteinasa K
como descrito previamente). Se agité, por inversién suave, el tubo Corex, tapado con varias
capas de Parafilm, de manera tal que se disgregaran los grumos y se rompieran las células, B
volumen final se mantuvo alrededor de 18 ml. Seincubaron a 45° C durante 2 h en un bafio de
temperatura controlada. Se agitaron por inversién suave de 10 a 15 min; al final aun podia
observarse una cierta cantidad de residuos. Se eliminé el residuo por centrifugacién a
13,000 X g (9 krpm en el rotor JS.13.1) durante 10 min a temperatura ambiente. Se
transfirié el sobrenadante, con pipeta Pasteur recortada, a 2 tubos Corex de 30 ml
(alrededor de 9 mla cada uno). Se afadio a cada tubo 1.2 mlde 5 M NaCl {concentracién
final aproximada de 0.7 M)y 1.1 mlde CTAB 10 %. se mezclo muy bien por inversién suave. Se
incubaron los tubos a 45° C durante 20 min, agitandolos por inversién suave ocasionalmente,
Se agregé un volumen igual de cloroformo{alc'ohol isoamlflico (relacién 24:1), y se mezclo por

inversién suave.

Se centrifugé a 13,000 X g (9 krpm en elrotor JS.13.1), durante 10 min ha temperatura
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ambiente {por debajo de los 15° C el CTAB se precipita), y se removié el sobrenadante
viscoso, dejando atras las interfases, trapsfiriéndolo a nuevos tubos Corex de 30 ml. Se
repitio la extraccion y la centrifugacion prevzlamente descrita. Se le agregd un volumen igual
de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (relacién 25:24:1), a cada uno de los tubos. Se extrajo

por inversion suave.

Se centrifugd a 13,000 X g (9 krpm en el rotor JS.13.1), durante 10 min a temperatura
ambiente. Se removieron los sobrenadantes viscosos, dejando atras las inteifases, y se
transfirieron a nuevos tubos Corex de 30 ml. Se precipitd el DNA con 0.6 volimenes de
isopropanol y centrifugandolo a 10,000 X g (8 krpm en el rotor JS.13.1), durante 10 min a
temperatura ambiente. Lavando después el precipitado con etanol al 70 % para remover los
residuos de sales y CTAB. Este paso se repetia una vez mas si era necesario, El DNA se

guardo después de precipitarse con etanol, a -70° C.

H alslamiento de plasmido por maxipreparacién se realizé de acuerdo a Birnboim
H. C,y col. (1979) y Ish-Horowicz D.y col. (1981). Se inoculd en 5 mlde LB una colonia con
el pldsmido de interés, éste se dejé crecer agitando durante la nhoche a 37° C. A500 mide
LB se agregé el cultivo anterior y se incubd a 37° C en agitacién continlia hasta una A de 0.6
a 650 nm de longitud de onda. Se agregaron 25 mg de cloranfenicol y se dej6 crecer otras
16 h. Se bajaron las células en botellas de 500 mien el rotor JA-10 (Beckman) a 5.5 krpm, 0°

C por 10 min. Se decantd el sobrenadante.

Para cada medio litro de cultivo se resuspendi6 su pastilla en 20 ml del amortiguador de
glucosa a 22° C disgregando los grumos con la parte ancha de una pipeta de 10 ml,
afnadiendo después lisozima a una concentracién final de 1 mg/ml,

Se incuba el tubo en hielo por 15 min, y se le ailade 40- mi de la solucién de SDS alcalino a
temperatura ambiente agitdndolo suavemente en el hielo por 5 min exactamente. Se le
2fiaden después 29 ml de la solucién de acetato de potasio 3 M (0° C) y se agita suavemente

en el hielopor 7 min. Secentrifugd en un rotor JA-10 (Beckman) a 6 krpm, 0° C por 7 min. Se
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decantd el sobrenadante a una botella Corex limpia de 150 mla través de una gasa estéril.
Se afiadieron 0.6 vollimenes de isopropanol a 4° C, revolviéndolo suavemente y dejéndolo en
hielo por otros 5 min; después se equilibro en agua a 20° C por 10 min. Centrifugdandolo

después en un rotor JS-5.2 a 5 krpm, 18° C por 15 min.

Se decantd suavemente el sobrenadante y se resuspendi6 el pellet semiseco en un total de
28 mide EDTA 0.1 MpH 8.0. Transfiriéndolo después a un tubo de plastico nuevo de 50 ml.
Ahi se le afiadieron 0.3 g de sarkosil, 30 g de CsCi (grado preparativo). Se disolvié la solucién
suavemente a 40° C, afadiéndole después 1 mi de la solucién de 10 mg/ml de bromuro de

etidio. Se llevd todo a 40 ml usando la solucidén de CsCl.

Se precentrifugé la solucién en una centrifuga clinicaa 2 krpm por 10 min, transfiriendo el
sobreniadante a tubos VTi50 de 1X1.5 pulgadas usando una jeringa con una aguja del nimero
16. Se sellaron fos tubos y se balancearon perfectamente, centrifugdndolos después en un

rotor VTi50 a 45 krpm a 20° C por 20 h. Se detuvieron sin freno.

Manejando suavemente el tubo, se llevé enfrente de un transiluminador de iuz ultravioleta
donde se retiré la banda superior de DNA cromosomal y después la banda inferior de plasmido
con una jeringa y una aguja de! nimero 16. Se transfirié la muestra que contenfa al plasmido

a un tubo nuevo, con rosca de polipropileno, de 15 mf.

Se extrajo 4 veces con un volumen igual de isopropanol saturado con CsCl. Se transfirié a
un tubo Corex siliconizado de 30 ml. Se le afiadieron 2 vollimenes de agua tetradestilada
estéril y después 2 voilimenes (con respecto al total de la fase acuosa) de etanol puro. Se

almacené a -20° C de 6 a 18 h pero nunca por més tiempo.

Se centrifugd a 12 kipm a 2° Cpor 15 min en el rotor de columpio J21. Se tuvo cuidado de
remover el sobrenadante suavemente para evitar fa pérdida del DNA. Después se disoivid el
DNA plasmidico, proveniente de 1 a 4 litros de cultivo, en un total de 1.5 mlde solucién de Tris

HCI10 mM pH 8.0, EDTAO.1 mM,NaCl 0.15 Mestéril. Sefiltré por gravedad en una columna
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(1.8 em X 25 cm) de Sepharosa 4B precorrida con un 1 | del amortiguador en el que se
disolvié el DNA. Finalmente se precipitd el pico de exclusién del DNA con etanol como se ha
descrito y se determiné la concentracién del DNA por andlisis en gel de agarosa TAE1X0.8 %,

como tambien se ha descrito.

En general se obtuvieron de 4 a 10 ug por litro de cultivo.

Las minipreparaciones de plasmido se realizaron con el kit comercial "Instant-Prep"
(5' - 3" INC.), que se baso en inocular en 5 mide LB una colonia con el pldsmido de interés, se
crecié agitando toda la noche a 37° C. 1-3 mldel medio de cultivo se transfirieron a un tubo
eppendorf nuevo en donde se bajaron las células al centrifugarlas en una microfuga de mesa
a 12,000 X g a temperatura ambiente por 60 s. La pastilla se resuspendié en 100 pl de
amortiguador TE 0.01 M EDTA pH 8.0. se le anadié 300 pl de unha solucién de
fenol/cloroformo/alcohol Isoamilico (relacién 50:49:1), y se pasé a un tubo “Insta-Prep" (que
contiene un Gel que separa perfectamente las fases), y se centrifugd en una microfuga de
mesa a 12,000 X g atemperatura ambiente por 30 seg. Al sobrenadante se le agregdé 200
ul mas de la solucién de de fenol/cloroformo/alcohol Isoamflico, y se repitié la centrifugacion.
Al mismo tubo se le afiadieron 200 pl de una solucién de cloroformo/aleohol Isoamilico

(relacién 49:1), y se repitié la centrifugacion.

Se recuperd el sobrenadante y 3 ul del plasmido se digirieron con EcoR! (enzima de
restriccidon con sitio tnico de corte en el plasmido) en presencia de ribonucleasa A
{concentracién final de 10 mg/m!). Varios voltimenes de la muestra se cargaron con varias
concentraciones conocidas de DNAen un gel de agarosa TAE 1X al 0.8 %, como descrito y

se determino la concentracién del pldsmido por comparacién con los estandares conocidos.

La elucién de bandas de DNA a partir de geles de agarosa selogré exponiendo
los geles en un transiluminador de luz ultravioleta y escindiéndolas rapidamente. Se utilizé
después el protocolo esténdar del kit comercial de GenCleanll (BIO101 INC.). Este método

se basa en una silica capaz de unir especificamente moléculas de DNA de peso molecular
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mayor de 500 pb, a la que se lavé repetidamente y después se eluye de ella el DNA en agua o

buffer de baja concentracién. Los rendimientos de purificacién fueron mayores al 80 %.

Precipitaciéon por etanol se uso para concentrar el DNA y remover las sales.
(Sambrook J. y col. 1989). Se estimd siempre tanto el volumen como la concentracién de
cationes monovalentes (para no rebasar las concentraciones méximas de estos). Se llevo la
solucién a una concentracién final de 0.3 Mcon acetato de sodio 3.0 MpH 5.2 (tipicamente
mezcldndolo con un décimo del volumen fi'nal"), afiadiendo 2 volimenes de etanol a -20° C y
mezclandolo bien. Se precipitd el DNA metiendo el tubo de la solucién en un bafio de hielo seco
y etanol industrial (-70° C) por 30 min. Serecuperé el DNA centrifugando la solucién en una
microfuga de mesaa 12,000 X g a 4° Cpor 15 min. Se lavé dos veces con etanol al 70 %
llenando el tubo hasta la mitad, mezclando bien y centrifugando la solucién en una microfuga
de mesaa 12,000 X ga 4° C por 5§ min. Seretiré con cuidado todo residuo liquido que pudo
haber quedado adherido a las paredes del tubo. Se seco el tubo en el Savant y resuspendié en

amortiguador TE 0.1 M EDTA pH 8.0.

Vil.- Obtencién de los ollgonucledtidos para PCR.

Los oligonucledtidos se obtuvieron de Ia_cor_npaﬁfa OPERONTECHNOLOGIES. INC., quienes los

fabrica utilizando quimica de fosforamiditos

VIl.- Preparacién y andllsis de los oligos que se disefiaron para PCR.

La pastilla seca de los oligonucledtidos se resuspendié en 400 pl TE 0.01 M EDTA. Se
purificé con n -Butanol como descrito por Sawadogo M.y col. (1991), y se resuspendié en
100 plde amortiguador TE0.01M EDTA. Se midié su concentracion a 260 nm de longitud de
onda como descrito -en Materiales y Métodos VI y se llevé a una concentracién de trabajo de
25 pMcon TE0.01 mM EDTApH 8.0. Se guardaron en alicuotas de 50 pla -20°C. La pureza
se determino en geles desnaturalizantes de poliacritamida al 20 %, 7 Murea, oligonucledtidos

de tamafo conocido sirvieron como estandares de peso molecular,
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La determinacién de la pureza y la concentracién del DNA fue tipicamente medida por
barrido de 230 nm a 300 nm de longitud de onda en un espectro Beckman DU-600. La
pureza estuvo determinada por la relacién (O.D. a 260 nm)/ {O.D. a 280 nm), la
concentracion se determiné estimando que 1 O.D. a 260 nmes igual a 50 pg/ml de dsDNA o

33 ug/ml de ssDNA.
IX.- Reacciones de PCR.
El producto de PCR de SRP54 se obtuvo a partir de la siguiente reaccion:

70.5 pl de agua tetradestilada estéril.
10 ul de amortiguador de reaccién para PCR 10X.
10 pl de dNTP’s 2.5 mM (concentracién final 200 pM)

1 pul Oligo GMSRP54A 25 pM (concentracién final 0.25 pM, 0.35 pg, 1.5X1017
moléculas).
1 pl Oligo GMSRP54B 25 puM (concentracién final 0.25 pM, 0.35 pg, 1.5X1017

moléculas).

7 ul DNA (aproximadamente 38,500 moléculas, 6.24 fg para S. cerevisiae (Sambrook
J. y col. 1989), 14.4 ng para E. histolytica cepa HKS (Reeves R. E. y col.1871)).

0.5 pl de enzima Taq polimerasa (Boehringer 2.5 Unidades).
Se utilizé el sistema para PCR 9600 GenAmp. con los siguientes ciclos:

1 ciclo Temperatura de desnaturalizacién 94°C por 90 s.
Temperatura de apareamiento 37°C por 120 s. '
Temperatura de polimerizacién 72°C por 45 s,

20 ciclos Temperatura de desnaturalizacién 94°C por 30 s,

Temperatura de apareamiento 37°C por 30 s.
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Temperatura de polimerizacion 72°C por 45 s,

10 ciclos Temperatura de desnaturalizacion 94°C por 30 s.
Temperatura de apareamiento 55°C por 30 s.
Temperatura de polimerizacién 72°C por 45 s.

1 ciclo Temperatura de desnaturalizacién 94°C por 30 s.
Temperatura de apareamiento 55°C por 30 s,

Temperatura de polimerizacién 72°C por 120 s.

X.~ Preparacién del pldsmido pGEM-42.

Se llevd a cabo la desfosforilacidn y purificacién del plasmido linearizado pGem-4Z como se
describe a continuacion (Es!mportante usar 1 unidad de fosfatasa intestinal de becerro

(CIP) por cada 14 pmolas de DNA (relacion no publicada de David Adams)).

Se linearizaron aproximadamente 2 pg de plasmidocon la enzima de restriccion adecuada
(en este caso Smal) y se purificé la banda a partir de un gel de agarosa (TAE 1.2 % en
presencia de bromuro de etidio a 0.4 pg/ml concentracién final), con “GenClean II” o

fenol/cloroformo y precipitaciéon por etanol.

Se resuspendié el pellet de la precipitacidn y se diluyd el plasmido en 100 pl de buffer CIP
(10X =10 mM2ZnCly, 10 mM MgCly, 100 mM Tris Ci (pH 8.3)) concentracion final 1X (120
volumen méximo), y se le anadieron las unidades correctas de la enzima CIP. Se incub6 a 37° C
por 1 hora, agitandolo de tiempo en tiempo. Se inactivé la enzima calenténdola a 68° C 18

min.

Se pasé la solucién por una minicolumna Sephadex G-50, previamente equilibrada en TE pH
7.6 y precentrifugada, usando 10 pg de tRNA (de levadura o de timo de vaca) como
acarreador. Se volviendo a afadir las mismas unidades de enzima del pasé 2, y se repitieron

los pasos 3 y 4. Se extrajo 2 veces consecutivas con un volumen de fenol/cloroformo (1:1).
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Pasando la solucién por una minicolumnade Sephadex G-50, previamente equilibrada en TE pH
7.6 y precentrifugada, usando 10 pg de tRNA como acarreador. Se hizo rapidamente una
precipitacién por etanol, lavando en etanol al 70 %y secando en el Savant. Se resuspendié en

100 ul de H, O tetradestilada y se calenté a 556° C por 5 min para disolver bien el pellet.

Ligacién (este paso es altamente recomendado ya que es la Unica manera de obtener @
transformantes sin inserto en una transformacion). Se le anadieron 11 pl de buffer de
ligacién 10X (concentracién final 1X), y a continuaciéon 0.5 Unidades de Boehringer T4-DNA-
Ligasa por cada 500 ngde DNA, Seincubd a 14° C 10 h. Deteniendo la reaccion calentéandola
a 68° C 10 min. Se purificé la banda del plasmido que continud linearizado, a partir de un gel
de agarosa (1.2 % TAEen presencia de bromuro de etidio a 0.4 pg/ml concentracion final),
con "GenClean II" y precipitacién por etanol. Seresuspendié en un volumen pequefio de TEy

se cuantifico la concentracion final.
Xl.- Preparacién y ligacién del producto de PCR SRP54 al pldsmido pGEM-4Z.

Se realizé el relleno de los extremo's .del producto de PCRde SRP54 segtn descrito
por Starr L. y col. (1992) de la siguiente manera: el producto de PCR de SRP54 se purificd a
partir de la elucién de gel de agarosa como descrito en Materiales y Métodos V,
resuspendido en 25 pl de agua tetradestilada, 10 plde amortiguador de pol 10X (Tris 0.5 M
pH 7.5, MgCly 0.1 M, DTT 10 mM,BSA 0.5 mg/ml, dNTP's 200 uM), rATP a una concentracion
final de 1 mM. 10 Unidades de T4 polinucledtido cinasa, 10 Unidades de DNA polimerasa |.
Llevandolo a 100 p!l con agua tetradestilada e incubandolo a 37° G por 1 h. Se detuvo la
reaccion con 1 pl de EDTA 0.5 M pH 8.0 y se purificé de nuevo por “"GenClean 11" como
descrito anteriormente en Materiales y Métodos VI, y se eluyé en 20 pide TE0.01 mMEDTA
pH 8.0. ’

La técnica de llgacién de fragmentos de DNA con extremos rasurados fue
estandarizada de la siguiente manera: se utiliz6 un amortiguador de reaccion que inclula PEG

8000 (Ken'ichiro Hayashi y col. 1986) y Patricia V. King y col. 1986), el amortiguador se
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preparé a una concentracion stock 5X (Tris HCI 330 mM pH 7.5, MgCl, 25 mM, DTE
(dithiothreitol) 5 mM,ATP5 mM, PEGB000 25 %). Ademas se utilizé una relacién de 1 unidad
de T4 RNA ligasa por cada unidad de T4 DNA ligasa, se usaron 25 Unidades de T4 DNA ligasa
por png de DNA a ligar (Surgino A.y col. 1977). Elproducto de PCRde SRP54 fue ligado al
pldsmido pGem4Z (cortado con Smal y ciesf'osforilado como descrito), en presencia de 6
Unidades de la enzima de restriccion Smal, (Zheng-gang L. y col. 1992) con el fin de mejorar
la eficiencia de ligacién del plasmido al producto de PCR. En las reacciones de ligacidn del

plasmido vs el producto de PCRla cantidad de plasmido se mantuvo constante (56.1 ng, 31
fmolas, 1.86 X 1010 moléculas), y la relacién del producto se varié en las siguientes

relaciones: 1:1, 1:4, 1:7.5 y 1:15 en un volumen total de reaccién de 30 ul.

Los 30 plde la reaccién de ligacidn se diluyeron en 5 volimenes de amortiguador TE EDTA
0.01 MpHB8.0, y 40 pl (aproximadamente 15 ng de plasmido inicial (concentracion correcta
a usar segutn Bercovich J. A. y col, (1992), se usaron para latransformacién de células

competentes seglin descrito.
Xll.- Prepatacién y transformacién de células competentes.

Preparacion de células competentes. Se inoculé en 5 mlde LB una colonia de E. coli
CMK, se crecié en agitacion 18 h a 37°C. A 500 ml de LB se le agregé el cultivo y se incubéd a
37° Cen agitacién hasta una A de 0.5 a 550 nmde longitud de onda (fue importante que no

pasara de esta densidad).

Se centrifugd el cultivo en botellas estériles a 3 krpm, 5 min a 4° C y se resuspendié la

pastilla en 250 ml del amortiguador TG, incubdandolo en hielo por 1 h.

Se centrifugd as krpm, 5 mina 4° C y se resuspendié la pastilla en amortiguador TCG. Se
hicieron alicuotas de 0.2 ml en tubos eppendorf estériles de 1.5 mly se metieron a nitrégeno
liquido inmediatamente. Guardandose a -70°C se pudieron descongelar y usar hasta 2 veces

cada alicuota.
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Transformacidn de células competentes. En un tubo eppendorf estéril se afiadieron
100 pl de células competentes (obteni;ias por el método de calcio como descrito en
Métodos), 85 pl de H,O tetradestilada y estéril a 4° C 4 pl de PEGS50 % (filtrado por
membrana Millipore 0.45 pm), 10 pl amortiguadosr TCM, 1 yl de una solucion 1 ng/u! de DNA,
Se incubaron en hielo por 1 h, se incubaron a 25° C por 10 min, se agregaron 800 pide LB
sin antibidtico y se incubaron 1 h a 37° C. Plagueando 200 pl por caja de Petri con LB sélido
y antibidtico. Se incubé a 37° C durante la noche. Se contaron, picaron y estriaron las

colonias a cajas frescas de LB con antibidtico.
Xlli.- Sondeo directo por PCR

Se procedid modificando el método descrito en McPherson M, J.,y col. (1992). Las colonias
se picaron y cada una se resuspendié en 100 pl de agua tetradestilada estéril, se caliento a
95° Cpor 15 min, al terminar se agité ef tubo y se centrifugé para bajar los residuos. Se
afiadieron 10 ul de cada solucién a tubos con 90 pl de una solucién previamente preparada
de manera que las concentraciones finales de los solutos fueran: amortiguador de reaccion

para PCR 1X, dNTP’s a una concentracion final de 200 uM. Oligo GMSP6 cancentracién final

0.25 pM (0.16ug, 1.5%X1017 moléculas). Oligo GMT7 concentracién final 0.25 uM (0.16 pg,

1.5%1017 motéculas), 2.5 Unidades de enzima Taq polimerasa {(Boehringer). Serealizaron 30

ciclos en donde latemperatura de desnaturalizacion fue de 94° Cpor 30 s. Latemperatura
de apareamiento fue de 37° Cpor 30 sy latemperatura de polimerizacion fue de 72° C por
45 s, Las reacciones se analizaron en geles de agarosa TAE1X concentraciones de 0.8 %,
1.2 % 0 1.5 %, como descrito en Materiales y Métodos V, dependiendo de los tamafios de las
bandas esperadas. En todos los casos se incluyeron controles negativos (colonia CMK sin

transformar), y controles positivos (colonias con insertos de tamafio conocido).
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XIV.- Secuenciacién del inserto de SRP54.

El método de secuenciacion se adaptd a partir del método de David F. Barker. (1993), y el
método standard del kit de Sequenase (USB INC.) como sigue: a 3 pl del stock 2 pM (6
pmolas) de primer de secuenciacién (GMSP6 o GMT7), se le afiadieron 1.5 plde NaOH1 N. 1.5
ul (2 pmolas) de esta solucién se le anadieron a 2.5 pl (aproximadamente 400 ng, 0.18
pmolas) del pldsmido de doble cadena con el inserto (purificado previamente por el método de
“minipreparacién” y concentrado por precipitacion por etanol). Se incubd a 37° C por 10 min.
Aparte se preparé una solucidn de apareamiento a la que a 44 plde agua tetradestilada se le
anadio 8 pl de la solucion NSA10X y 4 plde HCI1 N, Terminada la incubacién se le afiadié a la
reaccion 7 plde la solucién de apareamigntq y se incubd a 37° C por 5 min. Al terminar la

incubacidn se le afnadié a la reaccién 1ul DTT 0.1 M, 2 pl label mix previamente diluida 1:5, 6
uCide 0-P3 3dATP (maximo 3 pl), 2 pl de la enzima sequenasa previamente diluida 1:8 en el

amortiguador de sequenasa.

Se incubd 5 min a temperatura ambiente. Se preparaban previamente 4 tubos cada uno
con 1 pl de una de las soluciones de terminacién (G,A,T o C; cada solucién contenfa una
concentracién de 80 pM de cada uno de los nucleédtidos y ademas 8 pM de un andlogo no
extendible (dideoxinucledtido) de uno de ellos) y 1.5 pl de mezcla de extensién, se
equilibraron los tubos a 37° C. Unavez terminada la incubacién se le anadieron 3.5 pl de ésta
a cada uno de los tubos con la solucién de terminacién (la concentracién de Na es de 40 mM,
lo éptimo recomendado para la reaccidn de secuenciacién). Se incubé 5 min.a 45° Cy se

termino la reaccién con 4 ul de la solucién de carga para geles de acrilamida.

Se calentaron las muestras 2 min a 95° Cy se pusieron en hielo. Se cargaron en un gel de
secuenciacién previamente precorrido durante 45 mina 80 W, 3 o 4 plde cada una de las
reacciones en carriles continuos, marcados G,A,Ty C. Se corrieron las muestras a 70 Wy

1600 V.

Al terminar los tiempos se desmonto el gel de la camara de electroforesis y se transfirié a
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un filtré de papel Whatman. Se secé una hora a 80° C en un desecador de geles. Se expuso
ante un film X-OMAT (Kodak) durante 16 h en un casselte de exposicion. Y finalmente se
revelo la placa exponiéndola a los reactivos convencionales (revelador, fijador, agua). Se

analizé la secuencia obtenida.
XV.- Andlisis de las secuencias,

Para el andlisis de los primers y de las secuencias obtenidas por el método de
secuenciacion, se utilizaron principalmente el paquete de andlisis GCGde la universidad de

Wisconsin y el paquete GeneWorks de Intelligenetics INC. para Macintosh.

FASTA.- Busca secuencias similares a la secuencia en cuestién en los bancos de datos de

secuencias nucleotidicas.

TFASTA.- Busca secuencias similares a la secuencia en cuestién en los bancos de datos de

secuencias peptidicas.

CODONPREFERENCE.- Reconoce secuencias que codifican para un péptido en virtud de la

semejanza que presenta la secuencia nucleotfdica con

el uso de codones de la especie en cuestion.

ALIGNMENT.- Allnea las secuencias de acuerdo a los motivos mas parecidos entrs elias.
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RESULTADOS.
I.- Disefio y andlisis de los oligos.
El disefio de los oligos (Figura 4), se baso en los siguientes criterios:

A.- Se allnearon las secuencias de aminodcidos reportadas para SRP54 de las especies
Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces pombe, Canis lupusy el homdlogo fth de SRP54
en Escherichia coli. Con esto se pretendié abarcar todo lo largo de la escala filogenética
para disefiar los oligos a partir de los aminoacidos conservados en éstas, ademas se tomé
en cuenta en el disefio el que los oligos discriminaran otras protefnas de la familiaque unen
moléculas de GTP. Se encontraron dos regiones con aminodcidos conservados lo
suficientemente cercanos entre si para hacer posible el disefio de dos oligos. Al oligo
homdlogo y en sentido a la hebra de DNA original, se le denominéd GMSRP54A. Y al oligo

homologo a la hebra complementaria y en antisentido, se le denominé GMSRP54B.

B.- Eltamafio de cada oligo fue de 20 “nucledtidos para lograr una alta especificidad

(Randall K. Saiki y col. 1988).

C- Elgrado de degeneracién de cada oligo no excedié el méximo recomendado para
PCR que es de 1,024, como sugerido en Innis M. A., y col. 1990, El uso de codones
degenerados tomé en cuenta el uso preferencial de Entamoeba histolytica como descrito
en Tannich y col. (1992), que usa preferencialmente una "A" o una "T" en la tercera

posicién,

D.- Se disefiaron los oligos de manera que su t m-{temperatura a la que la mitad de las
moléculas se encuentran acopladas a su blanco), fuera lo mas elevada posible con el fin de
evitar hibridizaciones inespecificas, Se uso el criterio de cdlculo de Catrine A. y col.

(1988), para determinar ésta. Para GMSRP54A sutm fue de 462C, para GMSRP54B8
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a)

GMSRPS4A

£fh VWMSVGEEKPLREKH s KREeTLEEQVGVDPEP 161
SRP54 sSC I Imm&mmscwmsmcm V-C rmmnpmoz«umnpm 169
SRP54 SP v, GTO6S BRFLTCS] QRRGLKSCLV - ARDTFRAGAF DQLRQNATKARVPYFG 161
SRP54 MAM v, PTCS KLA VY YQRRGWRTCET - KRTPRAGEF DOGKONATRARIPPYG 161
££h VGQ! TVNAALREARLRFYDVLLYBTA Bt avoeanmErrovras INBvETIFVY 221
SRP54 SC ETDPAKVAEEGINKFEKEKFDIXIVDTSGRHHQEEELFQEMIETSNVIKENQTIMVL 229
SRP54 SP ETDEVVIAKEGVDKFRNDRFDVI IVDTSERHOQEQELF ESDATREDQTIMIL 221
SRP54 MAM XTEMDEVIIASEGVEKPKNENFEI TIV] ag&nxoznsnpsgnmvsm EQEDNIVYVH 221
£fh IDAANTARRFNEALPLTGVVLERVEED! 260
SRP54 SC ASIGQARFQQSEA] KESSDPGAIIL 268
SRP54 SP QAAESQSKA] xzmnpczwn 260
SRP54 MAM I mmmimnmvz\svxv 260

~Primer GMSRPS54AR

5" -GCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCCAAGGIISHGGIAATACHAC-3 "

Tamafio; 43amero.
Tamaiio del primer vs SRP54: ZOamero
Rango de TM: 46-60° C

Degeneracién: 432
AG de la estructura secundaria: -1.4
No existe asociacién entre primers.

-Primer GMSRP548

‘-ATTACGAATTCGAGCTCGGTACCCICCHYIIGCITSICCRTC-3 "

5
Tamafio: 42amero. : Degen
Tarnafio del primer vs SRP54: ZOamero AG de

Rango de TM: 50- 65°

No existe asociacidn terciaria entre primers.

eracién: 768
la estructura secundaria: ~0.7

-Primer GMSP6
5°- GGATTTAGGTGACACTATAG -3

-Primer GMT7
5°- TAATACGACTCACTATAGGG -3°

Tamano 20amero T
TM: 50°° . _
NG existe estructura se undana ni asocnaclon'
entre primers: . :

Figura 5.- a) Disefio de los oligos a
de aminoacidos de SRP54. De E. coli
lupus (MAM). Las flechas muestran la
y su direccién S “- 37,

sus caracteristicas en los

b) Oligonuclestidos
recuadros. Las regiones subrayadas son las regiones

partir de un alineamiento de las secuepcias
(ffh), S. cerevisae (SC), S. pombe (SP) y C.
regién sobre la que se disefaron los oligos,
usados como primers, mostrando

especificas para SRP54, la region en volumen es homéloga a pGem-4Z.



su tm fue de 50%C.

E.- Los ultimos nucledtidos en 3° para ambos oligos fueron Cy se disefiaron para que

no estuvieran dagenerados con el fin de asegurar la correcta iniciacion de la

polimerizacion.

F.~ El programa MuFold citado en Michael Z. (1989), sugiere que no formaran

estructuras secundarias ni se asoclan entre ellos.

G.~ En el disefio de los oligos se utilizaron ademds nucledtidos de Inosina (1), para algunos
de los sitios degenerados por los nucledtidos A, T,G "o" C, pues el primero se une
especificamente a los segundos, y por .lo 'tanto su utilizacion aumenta ¢! rendimiento de
productos de PCR,ya que un mayor ndmero de oligos se unen al DNA (Patil R, V. y col, 1980

y Knoth K, y col. 1988), Se tuvo cuidado de no poner 1 en posiciones cercanas a los

extremos 3 para evitar inespecificidades de iniciacion

H.~ Los oligos ademds incluyen en el extremo 5' una regién homdéloga a partes de la
secuencla del plasmido pGem-4Z pues en la estrategia original se iban a clonar los

productos de PCR por el método descrito por Shuldiner R, A., y col. {1991),

{.~ Se analizaron los oligos por FASTA y TFASTA, para determinar siexistia algin tipo
de pegado inesperado de estos primers en las secuencias reportadas hasta el momento del
GenBank y Swissprot. Este andlisis revelé que, en relacién a todas las secuencias
reportadas en estos bancos de datos, la combinacién de ambos oligos es especifica para la

amplificacién de una regién de aproximadamente 440 pb dentro de los genes para SRP54
de diferentes especies.

Otro oligo fue disefiado homdlogo a la hebra sentido de la regién Sp6 de los plasmidos pGem
de Promega, de modo que sirviera como oligo de secuenciacién, y sondeo por PCR de los

insertos dentro del sitic de miltiple clonacién, se le denominé GMSP6. Eloligo antisentido
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su tm fue de 502C.

E.- Los Uitimos nucledtidos en 3" para ambos oligos fueron Cy se diseftaron para que
no estuvieran degenerados con el fin de asegurar la correcta iniciacién de la

polimerizacidn,

F.- E! programa MuFold citado en Michael 2. (1989), sugiere que no formaran

estructuras secundarias ni se asoclan entre ellos,

G.- En el disefio de los oligos se utilizaron ademds nucledtidos de Inosina (1), para algunos
de los sitios degenerados por los nucledtidos AT,G "o" C, pues el primero se une
especificamente a los segundos, y por 'lo ianto su utilizacién aumenta el rendimiento de
productos de PCR,ya que un mayor niimero de oligos se unen al DNA (Patit R. V. y col. 1990
y Knoth K.y col. 1988). Se tuvo cuidado de no poner I en posiciones cercanas a los

extremos &' para evitar inespecificidades de iniciacién

H.- Los oligos ademas incluyen en el extremo 5' una regién homdloga a partes de la
secuencia del pldsmido pGem-4Z, pues en la estrategia original se iban a clonar los

productos de PCR por el método descrito por Shuldiner R. A., y col. {1991).

1.- Se analizaron fos oligos por FASTA y TFASTA, para determinar siexistfa algin tipo
de pegado inesperado de estos primers en las secuencias reportadas hasta el momento dej
GenBank y Swissprot. Este andlisis revelé que, en relacion a todas las secuencias
reportadas en estos bancos de datos, la combinacion de ambos oligos es especifica para la
amplificacion de una regién de aproximadamente 440 pb dentro de los genes para SRP54

de diferentes especies.

Otro cligo fue disefiado homologo a la hebra sentido de la regién Sp6 de los plésmidos pGem
de Promega, de modo que sirviera como oligo de secuenciacién, y sondeo por PCR de los

insertos dentro del sitio de mditiple clonacién, se le denominé GMSP6. Eioligo antisentido
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homélogo a la hebra complementaria de la regién T7 de los plésmidos pGem de promega, fue
obtenida de laM. en C Helena Porta y se le denominé GMT7 (las caracteristicas de los oligos

se resumen en la Figura 5),

Elandlisis de los oligos GMSRP54A, GMSRP54B, GMT7 y GMSP6 en geles resolutivos de
20 % acrilamida, 7 M urea mostraron tnicamente los oligos del tamaiio esperado (los datos no

se muestran).

Il.- Obtencién y resolucién del producto PCRSRP54 de Entamoeba histolytica
La reaccién de PCR se llevé a cabo, como se describe en Materiales y Métodos, para el
DNA de E. histolytica cepa HK9 y para el DNA de S, cerevisiae usado este Ultimo como

control positivo de la reaccion.

En el gel resolutivo de agarosa NuSieve GTG al 4 % se observan muitiples productos de PCR
para la reaccion donde se uso el DNA de S. cerevisiae (tal vez mas adelante, depurando la
reaccién de PCR se pueda obtener un solo producto de PCR, pero en este caso no era uno de
los fines a lograr). Un solo producto predominante del tamafio esperado (aproximadamente
500 pb), para la reaccion de PCRdonde se uso el DNA de E. histolytica cepa HK9 (Figura 6a).
Este resultado fue varias veces reproducible, por lo que se decidié proseguir con la

purificacién y la clonacién de este producto de PCR al que se denominé PCRSRP54.
lll.- Clonacién del producto PCRSRP54 de Entamoeba histolytica.

Actualmente es frecuente e! clonar los productos de PCR para su posterior
caracterizacién por secuenciacién, pues durante la reaccién de PCR frecuentemente
. ocurren errores en la replicacién (Randall K. Saiki y col. 1988), y tambien ocurre
recombinacién durante el PCRde los productos de PCRen los casos en que se trabaja con
dominios compartidos por varias familias diferentes o genes muiltigénicos (Meyerhans A.y col.

1990).. El clonar los productos de PCR sirve para resolver las discrepancias y las
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B)"Sondeo’ por PCR de‘las bacterlas transformadas’ tisando; los:
primers GMT7 y GMSPG

Figura 6.- Se muestra el anilisis por gel de agarosa de los diferentes
productos de PCR. Las flechas indican los productos observados.



inespecificidades de lectura que surgen durante la reaccion de secuenciacién de la mezcla

heterogénea de los productos de PCR.

Sin embargo puede ser dificil clonar productos de PCR debido a que la enzima Taq pol
inserta generalmente una A en el extremo 3' (Clark M. J. 1988), impidiendo la ligacién por
extremos rasurados. Yel disefio de primers con sitios de restricciéon también ha probado ser
ineficaz (Kaufman D. L. y col. 1990), debido a que las enzimas de restriccion necesitan un

tamafio minimo hacia los extremos del DNA, para corlar eficientemente sus blancos.

En un principio se intentdé clonar el producto PCRSRP54 por el método de clonacién por
PCR libre de ligasa (Shuldiner R. A. y cql. 1991), este método consiste en amplificar el
producto de PCR previo junto con el plésmids, de tal manera que al final este queda inserto
durante la amplificacion. Pero varios intentos, algunos con modificaciones técnicas para
depurarlo, resultaron infructuosos. Por lo que se procedié a ligar el producto al plédsmido
pGem-4Z como se describe en Materiales y Métodos X (resumido graficamente en la Figura 7)
y transformar el pldsmido con el inserto a las bacterias E. coli de la cepa CMK como ya se

describié.

Como se describe en los Métodos se usaron varias relaciones molares de inserto

plasmido, y laque mejor resulto fue la relacién inserio a plésmido (15:1) donde se obiuvo una
eficiencia de transformacién = 1.44 X 163 colonias/ig de pldsmido = eficiencia 8% superior a

la del blanco.

IV.- Resuitado del sondeo para encontrar clonas que tuvieran el pldsmido con

el Inserto del producto PCRSRP54.

En el sondeo por PCRcon los oligos GMSP6y GMT7 de las colonias obtenidas de la relacién
(15:1), se encontraron 3 colonias {el 23 %), que mostraron tener el inserto del tamafio
esperado aproximadamente 620 pb (Figura 6b). Se denominaron clona 41, clona 44, clona

45,
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J «— Start c)

/ Producto de PCR de SRP54

st | Corte con Smal de E histolytica (PCRSRPS4)
o v M s I I I I IIITIIII. )
Smal 666G koc 5°
Bar#| CCC GG

PG EM-42 A sl
plasm ido \
(274 6pb) \\ b

\IT74

d)
Promotores y

Polylinker E =

JacZ Amp Od
= i =

b)

o
L &

e)

amp plésmido pGEM-42

con el Inserto PCRSRP54.
(3246ph)

pGEM-4Z/PCRSRP54

Figura 7.- Se muestra graficamente la estrategia de clonacién. a) El
plasmido pGem-4Z se digiri6 en su sitio unico Sma I. b) El plasmido ya
linearizado se desfosforila y se purifica por gel. ¢) El producto de PCR de
SRP54 (PCRSRPS54) se purifica de ge! por "GenClean" y sus extremos se
"rellenan” con pol | y T4 quinasa. El PCRSRP54 se vuelve a purificar por
"GenClean". d) El PCRSRP54 se liga al plasmido pGem-4Z en presencia de
DNA ligasa, RNA ligasa y Sma . e) Obteniendo la construccién esperada de

aproximadamente 3246pb.



Se asegurd cada transformante plaqueandola a cajas frescas y guardandola a 4.0° C.
También se realizaron preparaciones en glicerol al 25 % de cada transformante y se
guardaron a -70° C. Se hicieron sondeos posteriores por PCRde las preparaciones y de los
cultivos de cada transformante para asegurar que retuvieran el plasmidocon su inserto, en

este caso el ensayo fue positivo para todas las transformantes.
V.- Secuenclacién y andlisls del Inserto de la Clona 41.

La clona 41 se secuencié como se describe en Materiales y Métodos. Elcontingente de las

diferentes lecturas y la secuencia obtenida a partir de éste se resumen en la Figura 8.

El andlisis de Ia secuencia por CodonPreference para buscar marcos de lectura
abierta indico que un marco de lectura abierta continua empezaba a partir del primer
nucledtido de la secuencia (Figura 9). La traduccién deducida de aminoacidos de éste marco

de lectura se muestra debajo de la secuencia de la Figura 8.

El andlisis de la composicién (67 % de uso para el par A-T (un cociente de 122/372),
contra el 67 % esperado para E. histolytica (Char S.y col. 1992)), y del uso de codones
(Tannich E.y col. 1992), apartir del programa CodonPreference del paquete de andlisis GCG
(Figura 9), y el cocienta de los aminoacidos mas representados de la secuencia peptidica
deducida de la secuencia de la clona 41 (Tabla 1), sugieren fuertemente que la secuencia

nucleotfdica del inserto de la clona 41 pertenece a Entamoeba histolytica.

Tanto la secuencia nucleotidica obtenida como el péptido deducido de cada uno de sus
marcos de lectura posible se utilizaron para la blisqueda de secuencias homdlogas en los
bancos de datos. Como se muestra en la Tabla Il, la mayor homologfa de la secuencia
nucleotidica fue para con otros genes que codifican para SRP54. Elmarco de lectura que
mostré tener lamds alta homologfasignificativa con otras de las secuencias reportadas fue

de nuevo el marco de lectura que empieza a partir del primer nucleétido de la secuencia y su
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homologia mas alta fue con protefnas SRP54 reportadas de otras especies, especialmente

entre aquellas reportadas para eucariotas como esperado.
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Figura 8.- a) Ejemplo del gel de secuencia obtenido con el método
usado para la secuenciacién del DNA de doble cadena. b) Contingente
de los diferentes tiempos de electroforesis usados para la resolucién
de la secuencia de la clona 41 wusando los oligos T7 y Sp6 como
primers para la reaccion de secuenciacién. c) Secuencia obtenida del
consenso de las lecturas y su traduccién deducida de aminoécidos para
su marco de lectura mas probable.




Preferencia de codones de la secuencia de la clona 41

) 100 200 300

2.0
1.5

1.0 g T crstral N,

Preferencia de codon

hl 133 nii8 - 1 o M I - - - ) - 1 1

100 200 300

Promedio del uso preferencial de codones para el marco 1 = 1.2299
Promedio del uso preferencial de codones para el marco 2 = 0.5590
Promedio del uso preferencial de codones para el marco 3 = 0.8277

Promedio del uso preferencial de codones para una secuencia al azar = 0.719
Umbral de codon poco usado: 0.1

Figura 9.- Grafica del anélisis del uso preferencial de codones de la
secuencia obtenida de la clona 41. Se muestra que el marco de lectura 1
(primer panel, linea amarilla), tiene un marco de lectura abierta (cuadro en
rojo), utilizando preferentemente (123%), el uso de codones para amiba (El
umbral minimo de preferencia es la linea azul), y pocos codones irregulares
(lineas verticales en verde).



Aminoacido] Codon [Coclente observado] % E. histo (% E. coli|% S. cere | % H. saplens
Glutamina GGA 7/8 88 2 14 02 14
Aspartico GAT 9/9 100 89 74 48 25
Lisina GT(A/T)|10/10 100 87 63 59 12
Alanina GC(A/T)| 9/9 100 25 7 1 30
Valina AAA 11/12 92 12 33 22 18
Glicina CAA 4/6 67 8s 00 85 12

Tabla I.- En la tabla se muestran algunos aminoéacidos con sus codones que son
representativos del uso preferencial de codones para amiba. El cociente muestra
el namero de esos aminoacidos encontrados en la secuencia de la clona 41 que
usan estos codones, El % observado es la traduccién porcentual del cociente. Los

% de E. histolytica, E. coli, S. cerevisiae

y H. sapiens

se muestran para

comparacién con los datos encontrados. Los porcentajes subrayados son los de
mayor homologia con lo observado.




a) Anélisis de la secuencia nucleotidica.

lugar| FASTA GCG XINUMAC

RESULTADOS

Mouse SRP54

S. cerevise SRP54
SRH1 (SRPS4 hom.)
S. pombe SRP54
Dog SRPS4
Mycoplasma SRPS54

AU hWN =
1

65.0% de identidad en un sobrelape de 343 pb
62.1% de identidad en un sobrelape de 367 pb
62.1% de identidad en un sobrelape de 367 pb
60.9% de identidad en un sobrelape de 371 pb
66.2% de identidad en un sobrelape de 349 pb
58.7% de identidad en un sobrelape de 358 pb

b) Andlisis de la secuencia peptidica de su marco de lectura mas probable.

lugarj TFASTA GCG XINUMAC RESULTADOS
1.~ | Dog SRP54 57.2% identidad en 123 aa de sobrelape
2.- | Mouse SRP54 56.9% identidad en 123 aa de sobrelape
3.- S. pombe SRP54 53.7% identidad en 123 aa de sobrelape
4.- S. cerevise SRP54 54.5% identidad en 123 aa de sobrelape
5.- | SRH1 ( SRP54 hom.) 54.9% identidad en 122 aa de sobrelape
6.- trmD Operon. 34.2% identidad en 120 aa de sobrelape
7.~ Mycoplasma SRP54 31.7% identidad en 120 aa de sobrelape
8.- S. solfataricus Docking pro | 35.0% identidad en 117 aa de sobrelape
9.- S. cerevise SRP receptor 37.8% identidad en 74 aa de sobrelape
Tabla ll.- Resultados del andlisis de la busqueda de homologias en los bancos

de datos del paquete GCG de la universidad de Wisconsin y del IBT para a) la
secuencia nucleotidica de la clona 41 y b) la secuencia peptidica del marco de
lectura mas probable de esta secuencia.




DISCUSION Y CONCLUSIONES.

1,- Hemos aprovechado la técnica de amplificacion de secuencias especificas por el método
PCR para el disefio de unos primers que amplificaron una secuencia de aproximadamente 490

pb del gene SRP54 de Entamoeba histolytica.

a) Inexplicablemente para nosotros, con nuestro control positivo (DNA de S. cerevisiae
como {emplado para la reaccion de PCR),se obtuvieron varios productos de diferentes
tamafos, entre ellos uno que podria pertenecer a SRP54,

b) Sinembargo para la reaccion de PCR usando diferentes purificaciones de DNA de E
histolytica como templado, se obtuvo reproduciblemente un producto predominante de
PCR con el tamafio esperado para la amplificacion con los primers disefiados. Asimismo los
controles negativos (reacciones sin templado), fueron constar'mtemente negativos, por lo

que el producto PCRSRP54 no pudo ser el resultado de una contaminacion.

2.- Los datos anteriores justificaron el que se clonara el producto para su analisis por

secuenciacion,
3.- Los analisis de la secuencia mostraron lo siguiente :

a) La secuencia mostré tener una alta homologia, tanto en su secuencia nucleotidica
como en su traduccién a la secuencia peptidica, con las secuencias de SRP54 reportadas

para otros organismos.

b) Elmayor porcentaje de identidad de la secuencia de la clona 41 fue para con suregion
homéloga de SRP54 en Canis lupus y en segundo lugar para su regién homéloga de SRP54
en 8. cerevisiae. Un porcentaje de identidad mucho menor se encontré para con su

region homologa de ffh en E. coli (no se muestra el dato). Este resultado i de acuerdo con

49



el hecho esperadc en el que se situa a £, histolytica dentro del grupo de los organismos

eucariotas.

c) La secuencia peptidica de la regién denominada “caja I, que se encuentra
ultraconservada a lo largo de toda la escala filogenética, en la secuencia de la clona 41 se

encuentra 100 % conservada (Figura 10).

d) Los andlisis de composicion y del uso de codones se parecen a lo reportado para E
histolytica, lo que sugieren fuertemente que en realidad la secuencia clonada y

secuenciada pertenece a E, fistolytica.

e) De manera interesante alineaciones de la secuencia de {a clona 41, con las regiones
homdlogas de otros organismos (Figura 11), revelan que la secuencia tiene una insercién
de 9 pb en la regidn 146-154 pb, y una delecién de 9 pb (manteniendo siempre ef marco
de lectura), en la regién aledaiia 174-183. Se disefi® un oligonucledtido homdloge a fa
ultima region para determinar (por ensayos posteriores) si esta regidn es especifica para
SRP54 de E. histolytica, y si lo es determinar el significado que esto pueda tener. De ser
ciertos estos datos esta region puede ser un posible blanco para el disefio de drogas

especificas contra E. histolytica.

f) Es de notar que la secuencias nucieotfﬁica de la clona 41 tiene una mayor hamologfa
con la secusncia homologa de otras especies que la de su secuencia peptidica con fas
mismas especies, por ejemplo la homologfa de la secuencia nucleotidica de la clona 41
contra su homdloga de Can (DOGSHPS4) es de 66.2% contra 57.2% que es la homologfa
de la secuencia peptidica contra su homdloga de la misma especie. Esto no parece ser una
particularidad de esta protefna, ya que el andlisis de secuencias nhucleotidicas y peptidicas
de otras protefnas de amiba (Actina-a, Ras, Cistein Proteasa 1, Dehidrogenasa, F.
Glicoprotefna 1), contra sus homdlogas de especies eucariotas superiores muestran el
mismo resultado. Esto nos indica que algunas protefnas incluyendo SRP54 por su

variabilidad no son buenos telojes bioldgicos para el estudio de filogenias como en cambio lo
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SECUENCIA 41 = —-=ss=—oo-s womomcmen oo GYKPAVV GXDTFRAGAY 17

PROT SRP54 DOG FVGLQOGSGKT TTCSKLAYYY QRKGWKTCLI CADTFRAGAF 40
PROT SRP54 SP MVGLQGSGKT TTCSKLALHY QRRGLKSCLV AADTFRAGAF 40
SECUENCIA 41 EQLQMNAKRA GVPFFGIKEE SDPVKVASEG VRTFRKEKND 57
PROT SRP54 DOG DOLKONATKA RIPFYGSYTE MDPVIIASEG VEKFKNENFE 80
PROT SRP54 SP DQLKONAIKA RVPYFGSYTE TDPVVIAKEG VDKFKNDRFD 80
SECUENCIA 41 IIL JVDTSGRH] KODKELFKEM QSVRDAIKPD SIIFVMDGAI 97
PROT SRP54 DOG III [VDTSGRH} KQEDSLFEEM LQVANAIQPD NIVYVMDASI 120
PROT SRP54 SP VII [VDTSGRHA QOEQELFAEM VEISDAIRPD QTIMILDASI 120
SECUENCIA 41 GQAAFGQAKA FKDAVEVGSV IITKIR---- ~--——--——- 123
PROT SRP54 DOG GQACEAQAKA FKDKVDVASV IVTKLDGHAK GGGALSAVAA 160
PROT SRPS54 SP GQAAESQSKA FKETADFGAV IITKLDGHAK GGGALSAVAA 160

Figura 10.- Alineamiento de la traduccién para aminodacidos del marco de
lectura mas probable de la secuencia de la clona 41, con las regiones
homélogas de las secuencias para SR54 de C. lupus (SRP54 DOG) y S.
pombe (SRP54 SP). Los aminoacidos homélogos se muestran en azul; la
caja Il que une GTP y que se encuentra ultraconservada entre los SRP54 de
las diferentes especies se muestra dentro de una caja.



SECUENCTA 41
DOGSRP54
SPSRP54

SECUENCTA 41
DOGSRPS4
SPSRP54

SECUENCTA 41
DOGSRPS4
SPSRP54

SECUENCTA 41
DOGSRP54
SPSRP54

SECUENCIA 41
DOGSRPS4
SPSRP54

SECUENCIA 41
DOGSRP54
SPSRP54

SECUENCIA 41
DOGSRP54
SPSRP54

SECUENCIA 41
DOGSRP54
SPSRPS54

SECUENCIA 41
DOGSRP54
SPSRP54

Figura 11.- Alineamiento de la secuencia de la clona 41 con las regiones
homologas de los genes para las 3 secuencias
(DOGSRP54) y S. pombe SRP54 (SPSRP54). Los nucleétidos homdblogos se
muestran en verde, la regiéon de insercién y delecion se muestra en azul.
Los nuevos oligos disefiados (que se discuten en las conclusiones), se

GTTCAAAGTT AGCATATTAT
GCTCAAAGCT TGCTCTGCAC

GTTGGAGNAG ATACATTTAG
ATATGTGCAG ACACATTCAG
GTIGCTGOCG ATACTTTCCG

TGCTAAACGA GCAGGAGTAC
TGCTACCAAA GCAAGAATTC
TGCTATCAAA GCACGTGTTC

CAGTAAAAGT TGCTAGTCAA
CTSTTATCAT TGCCTCTGAA
CAGTCGTTAT TGCCAAGGAA

GATA-----= -=- TARPTCT
GAARATTTTG ARATTATTAT
GATAGATTTG ACGTTATCAT

TAAAGAGTTA TITAAAGHAAN
AGACTCTTTG TTTGAAGAAA
GCAGGAGTTG TTTGCTCAGA

ATTCAATTAT TTTIU-TAAT
ATAACATTGT TTATG-TGAT
ATCA-AACAA TTATGATTTT

MEsp54
GMEsp5

ACAA-GCAAA ACGUATITANA
CC-AGGCAAA GULTTITTARA
TCAAAGCARA —GIGTTTAAA

____________ GGATATAA
‘TACCAGAGGA AAGGTTGGAA
TACCAAAGGA GAGGTTTGAA

AGCAGGAGCA 'TATGAACAAT
AGCAGGAGCT TTTGACCAAC
AGCTGGTGCT TTTGATCAAT

CATTITTIGG AATAAAAGAA
CATICTATGG AAGCTATACA
CTTACTTTGG TAGTTACACC

GMDif54

ACCAGCTGTT
GACCTGTTTG
ATCGTGTTTG

‘TACAAATGAA
TAAAACAGAA
TAAAGCAGAA

GAAAGTGATC
GAAATGGATC
GAGACTGACC

GGAGITCGTA CCITTAGAAA
GGAGIG-G-~ - =~==AG-AA
GOTGIT-G-~ ~- -~ AT=AA

TGTIGATACA TCAGSTAGAL
TGTIGATACA AGTGGACGCC
CGTTGATACA TCTCGTAGGS

TGCAAAGTGT TCGTGATGCA

SCTTCAAGT TGCTAACGTT
TGGTGGAAAT TTCAGACECT

GATGCAGTTG AAGTAGGAAG
GATAAAGTAG ATGTAGCTTIC
GAGACTGCTG ACTTTGGCGC

1
GGAAAAARAT
ATTCAANAAT
GTTCAAAAAC

ATAAACAAGA
ATAAACAGGA
ATCAGCAGGA

ATTAAACCAG
ATACAAQCTS
ATTCGCOCAG

F—-

CAGCATTTGG
CTTGTGAAGC

G CTGCCGAATC

TGTTATTATA
GGTAATAGTG
TSTAATAATC

ACAAAMATTA GATG----== —==ocmmam —commomome —mmoo

AU-RAAACTT GATUGCCATG
AC-AAAATTG GACGGACATG

CAAARGGAGG TGGIGCACTC
CCAAAGGTGG TGGTGCITTA

muestran sobre sus regiones de homologia.

AGTGCAGTT
TCCGCCGTG

18
50
50

68
100
100

118
150
150

168
191
191

209
241
241

259
291
291

308
340
340

para SRP54 de C. lupus



son Ubiquitina y HSP70.

4.- Considerando los siguientes hechos :

a) Elque hayamos encontrado una secuencia con homologfa a Ia protefna SRP54 en el

genoma de E. histolytica.

b) El que esta secuencia posea una homologfa significativa con los genes que codifican
para la misma proteina en otros organismos (i que podria considerarse ¢omo un indicativo

de que esta proteina se encuentra funcionalmente activa en E. histolytica.).

¢} El que esta protefna y su actividad junto con los homdlogos del 7SL se encuentren
ampliamente distribuidos a lo largo de la escala filogenética, incluso en el organismo T.

brucei (Michaeli 5. y col. 1992), organismo evolutivamente cercano a E. histolylica .

d) Elque posiblemente E. histolytica contenga un RNA homélogo al RNA 7SL del SRP (datos

de nuestro laboratorio no publicados).

Dado los datos anteriores, de manera.preliminar se puede suponer que es muy probable
que E. histolytica posea un complejo funcional SRPo parecide a SRPque cumple la funcién de

direccionar proteinas con secuencias peptfdicas parecidas a las secuencias sefial hacia

alguna membrana. Esta membrana podria ser:
a) La membrana plasmatica de la amiba como suceds en el caso de la bacteria £, coli.
b} La membrana de un reticulo endoplasmdtico aun no identificado en E. histolytica, como

en el caso del organismo Giardia J/amblia donde se encontré por técnicas de

" inmunodeteccion un reticulo rugoso que habfa escapo a la deteccién microscépica (Giflin F.
D. y col. 1991),
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son Ubiquitina y HSP70.
4.- Considerando los siguientes hechos :

a) Elque hayamos encontrado una secuencia con homologfa a la protefna SRP54 en el

genoma de E. histolytica.

b) El que esta secuencia posea una homologia significativa con los genes que codifican
para ia misma protefna en otros organismos (lo que podria considerarse como un indicativo

de que esta protefna se encuentra funcionalmente activa en E. histolytica.).

c¢) Elque esta proteina y su actividad junto con los homdlogos def 7SL se encuentren
ampliamente distribuidos a lo largo de la escala filogenética, incluso en el organismo T.

brucei (Michaeli S. y col. 1992), organismo evolutivamente cercano a E. histolytica .

d) Elque posiblemente E. histolytica contenga un RNAhomologo al RNA 7SL del SRP(datos

de nuestro laboratorio no publicados).

Dado los datos anteriores, de manera.preliminar se puede suponer que es muy probable
que E. histolytica posea un complejo funcional SRPo parecido a SRPque cumple la funcién de
direccionar proteinas con secuencias peptfdicas parecidas a las secuencias sefial hacia

alguna membrana. Esta membrana podrifa ser:
a) La membrana plasmatica de la amiba como sucede en el caso de la bacteria E. cofi,
b) La membrana de un reticulo endoplasmdtico aun no identificado en E. histolytica, como
en el caso del organismo Giardia lamblia donde se encontré por técnicas de

inmunodeteccidn un reticulo rugoso que habfa escapo a la deteccién microscépica (Gillin F.

D. y col. 1891).
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c) O alternativamente podria ser una membrana novedosa para el caso de los tipos de
translocacién conocidos, como por ejemplo: hacia las membranas de las vesiculas

digestivas de la amiba.

Lo mas probable (por otros datos recientemente obtenidos en nuestro laboratorio que
sugieren la presencia de genes homdlogos a otros genes involucrados en la secrecion (genes
sec ), es que exista una maquinaria de se.cre'cic'm que involucre estructuras no identificadas
aun que sean parecidas al reticulo endoplasmatico y al aparato de Golgt. Estudios posteriores

siguiendo la via actual de estudio seguramente nos proporcionaran datos al respecto.

5.- Los siguientes estudios que se tienen programados son el andlisis por "Southern" y por

"Northern" de E. histolytica. Para lo cual se disefiaron dos oligonucleétidos (Figura. 11).

a) Elprimero denominado GMDif54 es homdlogo a la regidn descrita anteriormente que va
del nucledtido 142 al 162. Este oligo servirda para determinar si esta regién existe en el

genoma de la amiba y si es especifico.

b) Elsegundo oligo denominado GMEsp54 es homdlogo a la regidn que va del nucleédtido
301 al 321. Este oligo se espera que sea especifico para el gene SRP54 de la amiba
determinado por la secuencia de la clona 41. Condiciones mas laxas de hibridacién podifan

determinar si existe una familia de estos genes en E. histolytica.

Eloligo GMEsp54 (o alternativamente un producto de PCR T7-SP6 de la clona 41 marcado
durante la reaccién de PCRpor incorporacion de o-P32 CTP), se utilizard ademas para

efectuar una blsqueda en el banco A-ZAP de E, histolytica HKS, con el fin de clonar el

gene completo de SRP54 de este organismo y continuar su analisis.
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