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RESUMEN

Entre las proteinas de choque térmico, la HSP70 parece ser la més
conservada presentando una familia de proteinas relacionadas. Usando dos
oligonuciéotidos degenerados y DNA gendmico de Entamoeba histolytica (HK9),
amplificamos por PCR un fragmento de DNA de 630pb. Este fragmento se
utilizé como sonda para seleccionar, en una libreria genémica de . fiistolytica
(HK9), una clona de 4.5kb (EHHSP70_4.5kb), de la cual se obtuvo la subclona
(EHHSP70_1.3kb). La subclona EHHSP70_1.3kb codifica para la regién N-
terminal (240 amino4cidos) de una HSP70 putativa, ya que tiene una alta
homologia (85%) con la secuencia en amino acidos de otra HSP70
(ENHHSP70A), reportada por Ortner et al. (1992) en E. histolytica (SFL-3).
Esta secuencia corresponde parcialmente al dominio de unién de ATP de
las HSP70, con una delecion de 111 residuos en relacién al extremo N-
terminal de la proteina ENHHSP70A. Por andlisis comparativo, la secuencia
de la regién 5' no codificante mostré motivos de reconocimiento de HSF y
una secuencia TATA que se conforma por el consenso en amiba (Bruchhaus
M, 1992). El andlisis por "primer extension” determind ei sitio de inicio de
la transcripcion a 104pb del sitio ATG. El gene EHHSP70_1.3kb se encontrd
uni‘copia en el genoma por ensayos de "Southern blot", mientras que por
"Northern blot" se detectaron transcritos heterogéneos con tamafnos que
van de 0.8 a 1.3kb. Considerando que las HSP70 de los paréasitos tienen
excepciones a la regla generalizada en organismos eucariontes (Lopez,
1993; Martin, 1993), pensamos que la secuencia EHHSP70_1.3kb es parte
de un gene de la familia HSP70 de tamafio mas corto con funciones especificas

en procesos celulares de la E. fistolytica.
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Los organismos responden a incrementos repentinos en temperatura
sintetizando un pequeio grupo de proteinas llamadas proteinas de estrés
térmico (HSP)[Figura 1]. Esta reépuesia al estrés ha sido conservada a
través de la evolucién, no solo como un fendémeno fisioldgico, sino también
a nivel de proteinas individuales. La familia de proteinas HSPs comprende
una de la mdas conservadas. Ei nivel de identidad en aminoacidos entre
todas las proteinas HSP70 de procariontes y eucariontes se aproxima al
50% (Gupta et al.1992). 'La familia de HSPs incluyen miembros que estan
siempre presentes ({constitutivos), y los que son inducibles por calor. En

muchos casos son las protefinas constitutivas las mas abundantes.

SUPERVIVENCIA EN CONDICIONES DE ESTRES

Histéricamente, tres observacicnes sugieren que las HSPs protegen a
las células y organismos del estrés. Primero, su induccién tiene el carécter
de una respuesta a emergencias, ya que es extremadamente rapida y muy
fuerte. Por ejemplo, en Drosopfiilz hay cinco copias del gene HSP70 por
genoma haploide y su regulacion a niveles de transcripcién, traduccidn,
procesamiento y estabilidad de RNA trabajan en conjunto para producir
méas de 1000 veces de aumento de la proteina bajo estrés por calor (Kiemenz
et al. 1985; Lindquist, 1980; McGarry et al. 1995; Petersen et al. 1988;
Yost et al. 1986) La complejidad de los mecanismos regulatorios dados
para HSP70 sugiere que es de vital importancia para la célula acumular
rapidamente esta proteina durante momentos de estrés. La induccién de
HSPs en otros organismos, si no son del todo tan extremas como en Drasophila,
sf cumpile las caracteristicas de rapidez y especificidad.

Segundo, las HSPs se inducen a diferentes temperaturas en distintos
organismos, pero en cada caso, la induccién por temperatura refleja
condiciones de estrés para el organismo. Por ejemplo, bacterias termofilicas
inducen proteinas "heat-shock” cuando cambian de 94°C a 105°C (Trent et
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FIGURA 1. INDUCCION DE PROTEINAS DE CHOQUE TERMICO. Células
en crecimiento logaritmico se marcaron con pulsos de °H-leucina a
temperaturas de crecimiento normal (C) o después de un aumento de
temperatura (E.cofi, 50°C, 10 min; S. cerevisiae, 39°C, 20 miny D. melanogaster,
36.5°C, 45 min) [HS). La proteinas totales se separaron en 10% SDS-PAGE y
reveladas por autoradiografia. Las HSPs mas abundantes forman la familia
HSP70, las cuales tienen un peso molecular de alrededor de 70,000 daltons
(figura tomada de Parsel,etal.1993).



al. 1990). :
Finalmente 'y la mas compleja, la induccién de HSPs correlacionada

con la induccién de tolerancia al calor extremo en una amplia variedad de
células y organismos (Sanchez et al. 1890). La induccién de HSPs también
se correlaciona con tolerancia inducida por otros tratamientos de estrés
como altas concentraciones de etanol o metales pesados {Lindquist, 1992;'
Subjeck et al. 1986). La correiacién es tan fuerte tanto en inducciones
mediadas durante el desarrollo como en situaciones mediadas por estrés.
En levaduras, por ejemplo, las esporas y células en fase estacionaria
constitutivamente expresan HSPs y tienen elevados niveles basales de
termotolerancia (Plesset et al. 1987). De manera similar, las semillas de
trigo en germinacién constitutivamente expresan HSPs y tienen una elevada
termotolerancia intrinseca (Abernethy, et al. 1989). Contrariamente, algunos
organismos son incapaces de expresar HSPs en ciertos estadios primarios
de su desarrolio embrionario como Drosophila (Dura, 1981), caracol (Boon-
Niermeijer, 1991), erizo de mar (Sconzo, et al.1986), Xenopus (Heikkila, et
al. 1985) y mamiferos (Muller, et al. 1985), que se caracterizan por una
termosensibilidad poco comun.

El papel de cada HSP en la proteccién esta empezando a ser disectada.
En S. cerevisiae, por ejemplo, algunas HSPs (HSP70) son requeridas para crecer
a temperaturas cercanas al punto superior del rango normal de crecimiento
(Craig, et al. 1895), otras para sobrevivir por tiempos largos a temperaturas
moderadamente altas (ubiquitina) (Finely, et al. 1987), vy otras para una
tolerancia a temperaturas extremas como HSP104 (Sanchez, et al. 1992).
Ademas, diferentes organismos usan diferentes HSPs para responder a
niveles de estrés similares. Por ejemplo, la tolerancia a un estrés extremo
depende en gran medida de HSP104 en levadura, de HSP70 en Drosophilay de
HSP70, HSP27 y tal vez HSP110 en mamiferos (Landry, et al. 1989; Sanchez,
et al. 1992; Solomon et al. 1991). La comprensidn de esta diversidad en
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sstrategias de tolerancia podrd depender de la elucidacion de cémo cada
HSP funciona en la proteccién de las células al estrés.
La sefial comun para la induccidn de HSPs aparece con la presencia de

proteinas anormales. Los tratamientos que inducen eficientemente la

sintesis de HSPs "“in vivo" también dahan o desnaturalizan proteinas "in
vitro". Esto es, la exposicion a altas concentraciones de etanol, arsenito
de sodio o iones de metales pesados, todos disparan una respuesta tipo
"heat-sock” (Zimarino, 1987 ). La adiciébn de analogos de aminoécidos y
puromicina que producen proteinas anormales, son eficientes inductores
de HSP (Goldber, 1972; Pine,1967). Tanto la acumulacién intracelular de
proteinas extrafias, proteinas desnaturalizadas o proteinas con estructura
desestabilizada que contienen substituciones de aminodacidos, inducen la
sintesis de HSPs en una variedad de células (Ananthan, et al.1986.;Parsell,
et al. 1989; Pine, 1967).

Existen al menos dos vias generales en las cuales las HSPs pueden
ayudar eficientemente a las células que tienen polipéptidos daifados por
estrés. Primero, Jas HSPs pueden promover la degradacién de proteinas
anormales, de hecho, algunas HSPs tienen algunas actividades proteoliticas
intrinsecas y otras guardan funciones auxiliares en protéolisis. Seguncio,
las HSPs pueden reactivar proteinas dafiadas por el estrés. Varias HSPs
son conocidas coma "chaperonas moleculares” que impiden la agregacién y
promueven la correcta "renaturalizacion" de proteinas desnaturalizadas.
No se entienden hasta el momento los factores que acompafian a las proteinas
dafadas por estrés a lo largo de las vias de degradacidn y/o renaturalizacién

(Parsell, et al. 1993).
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LA FAMILIA DE HSP70.
- Los eucariontes producen una multitud de proteinas de la familia de
HSP70. Tan solo en S. cerevisige se han identificado nueve miembros diferentes
que comparten 50-97% de identidad a nivel de aminoacidos y se agrupan
genéticamente en al menos cuatro grupos distintos SSA1-4, SSB1-2 SSCt1
vy KAR2.(Lindquist, et al. 1988. ).

Los distintos miembros se localizan en el reticulo endoplasmico
(Munrro, et al, 1986 ), mitocondria, y cloroplastos. Otros se encuentran en el
nicleo y citoplasma, algunos estan expresados constitutivamente (HSc70),
otros son inducidos por calor o frio, otros viajan entre el nucledlo, el
nicleo y el citosol. Los organismos multicelulares contienen varias versiones
especificas de tejido como las HSP70 especificas de testiculo (Allen, et
al.1988 ).

Por afios se penso que el genoma de ‘E. coli codificaba solo para una
proteina HSP70, la "DnaK", que se expresa constitutivamente y/o es inducida
por calor. Recientemente, dos proteinas relacionadas han sido identificadas,
una Hsc66, que comparte 40% de identidad con DnaK, se encuentra en un
operon bicistrénico con ferrodoxina, lo que sugiere que puede jugar un
papel especifico en el plegado o ensamble correcto de esta proteina (Seaton,
et al. 1994 ). La otra proteina, MreB, comparte 27% de identidad con la
regién amino terminal de HSP70 y estad involucrada en divisién celular
(Gupta et al 1992. ). Tambien se empiezan a identificar en eucariontes,
proteinas relacionadas mas distantemente a HSP70 (Folz, et al.1993 ; DeNagel,
et al. 1993).

FUNCIONES DE HSP70 ,
Las proteinas de HSP70 se unen;g,vpéptyidos pequefios (con una
preferencia por aminodcidos hidrofébicos) fFIynn, et al. 1991 ], a cadenas.
8 ‘



nacientes sobre polisomas (Beckmann, et al. 1990. ), a proteinas que han sido
dirigidas a compartimentos celulares equivocos (Bird, et al. 1887 ), a ciertas
subunidades protéicas que son expresadas en ausencia de sus demds partes
(Munrro; et al.i986) y a ciertas proteinas oligoméricas en procesos de
ensamblaje y desensamblaje (Rothman, et al. 1986.). Al unirse a estos
substratos, las HSP70’s participan en una variedad de procesos de plegado,
desnaturalizacion, ensamble, desensamblaje y procesos de translocacion.
La hipétesis que explica el papel de HSP?O en estos procesos, es la
unién de HSP70 a regiones hidrofobicas impidiendo asociaciones
desventajosas y estabilizando la proteina blanco en su estado
desnaturalizado en forma total o parcial (Pelham, 1986. ). Un proceso
dependiente de ATP, promueve la liberacion del substrato permitiendo
continuar el plegado, transporte o ensamblaje. (Gething, et al. 1992. ).
Mientras que las HSP70 son similares en su funcionamiento general
de chaperonas de proteinas desnaturalizadas, algunas funciones especificas
estén involucradas para miembros individuales de la familia que se dispersan
a compartimentos celulares separados y funcionan dnicamente de manera
local. Una mayor especializacién existe dentro de compartimentos en
particular. Por ejemplo, en levadura, dos proteinas de la familia HSP70
son expresadas en el compartimiento nuclear/citopldsmico, la Ssa y la
Ssb. Algunas mutaciones en ila Ssa cauks'ah fuertes defectos en el transporte
de precursores a través de la mitocondria y membranas del RE, mientras
las mutaciones en Ssb resultan solo en defectos en la sintesis de proteinas,
de acuerdo con el papel de esas proteinas de ayudar a cadenas nacientes de
los poliribosomas (Nelson, et al. 1992) . Adn cuando las proteinas Ssa y Ssb
pueden tener funciones comunes, éstas tienen, claramente, un considerable

grado de especializacion.



ESTRUCTURA DE HSP70

Todas las proteinas de HSP70 estudiadas hasta la fecha muestran
dos dominios. El dominio amino terminal es el mas conservado y contiene
un sitio de alta afinidad de unién de ATP. El carboxilo terminale;s
menos conservado y es responsable de la unién a las proteinas substrato y
polipéptidos. Esta organizacion sugiere que las HSP70 tienen un mecanismo
comun para utilizar la energia del ATP. Los dos dominios son
interdependientes: la actividad de ATPasa se estimula fuertemente por la
unién al substrato y la liberacién del substrato depende de la naturaleza
del nucleétido unido. En general, las HSP70s requieren de la hidrélisis de
ATP para la liberacién del substrato; cuando se utiliza un analogo de ATP
que resiste la hidrolisis (ATP-y-S), no se promueve la liberacién del
substrato. Sin embargo, un anailisis detallade mostré que la adicién de ATP
al complejo HSP70-substrato-ADP, activa una liberacién total del substrato
antes de que ocurra una hidrélisis estequiométrica del ATP. Por tanto,
parece que la transicion de la unién de ADP a la union de ATP en la HSP70

dirije la liberacién del substrato (Palleros, et al. 1993 ).

FUNCION DE LAS HSP70 EN TOLERANCIA AL ESTRES/N VITRO.

Sélo existen dos ejemplos que han estudiado en detalle las funciones
de HSP70 especificos de estrés in vitro. El primer estudio examiné el
efecto de DnaK sobre Ila desnaturalizacién y agregacién de RNA polimerasa
(RNAP) a 42°C (Skowyra, et al. 1990. ). La DnaK (en un exceso molar de 60
veces) es capaz de proteger la RNAP de la inactivacién por alta temperatura
y de reactivar la RNAP previamente desnaturalizada por calor, aunque el
mecanismo en cada uno de ioé ;jfbéesos parecen ser distintos. En el caso de
proteccién no se requieren de ATP y una proteina mutante de DnaK’%¢ es
funcional. Para la reactivacién, se requiere ATP y DnaK’5¢ no fue funcional.

Los efectos de HSP70 in vivo e in vitro sobre la desnaturalizacidn y
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renaturalizacién de la luciferasa de luciérnaga muestran la funcién de HSP
en la tolerancia al estrés. (Schrosder et al.1993. ). La luciferasa expresada
en E.cofi se inactiva rdpidamente cuando las células son colocadas a 42°C,
pero se reactiva cuando las células son devueltas a 30°C. La inactivacién
| ocurre tanto en presencia o ausencia de DnaK, DnaJ o GrpE, pero las tres
proteinas son indispensables para la reactivacién. La reactivacién in vitro
de luciferasa termoinactivada requiere de la presencia de DnadJ durante el
paso inicial de termodesnaturalizacién. La proteina suprime la agregacion
de luciferasa por la formacion de un complejo. Estando la DnaJ unido al
substrato desnaturalizado, DnaK y GrpE promueven la renaturalizacién y
liberacién de luciferasa por un mecanismo dependiente de ATP. En contraste
a los estudios con RNA polimerasa, la DnaK por si sola fue incapaz de
reactivar la luciferasa, aun cuando se utiliz6 en una concentracién molar

100 veces mayor.

FUNCION DE HSP70 EN TOLERANCIA AL ESTRESIN ViIVO.

En muchos organismaos, las proteinas HSP70 estan entre las mas
prominentes de todas las HSPs. Los primeros experimentos mostraron una
estrecha correlacion entre la induccién de estas proteinas y ia induccién
de tolerancia a altas temperaturas. (L, et al.1991). Cuando se aclard el
papel de HSP70 en ayudar a proteinas desnaturalizadas a temperatura
normal se asumio su papel de chaperona de proteinas dafadas por estrés,
se observé como una extensién natural y légica. ( Plesset , et al. 1987 ;
Pelham, 1986 ). En la actualidad, es claro que la formas termoinducibles de
HSP70 juegan un papel central en la tolerancia al estrés para promover el
crecimiento a temperaturas moderadamente elevadas y/o proteger a los
organismos de la muerte a temperaturas extremas. La importancia de
HSP70 en la tolerancia al estrés, van’a. sorprendentemente en varios
organismos.

' 11



LAS PROTEINAS DE ESTRES EN PARASITOS.

Las HSPs de los pardsitos cumplen un papel importante en 10s procesos
de adaptacién al huésped tanto en diferenciacién como en infectividad. En
los ultimos ahos se han descrito muchos genes de chogue térmico en
p.arésitos (Marresca, et al. 1892). Sin embargo, todavia es muy limitado el
conocimiento que se tiene de los mecanismos de regulacién de éstos genes
en parésitos. En eucariotes, la activacion transcripcional de los genes HSP
producida por temperatura estd mediada por un elemento en cis, conocido
como elemento de choque térmico (HSE) localizado 80-150 nucléotidos por
encima de! sitio de inicio de la transcripcidn (Lindquist 1986). Este elemento
presenta una elevada conservacidon de secuencia (NGAANNTTCN)[Pelham,
1985; Xiao H. et al. 1888}, que especificamente se une a una proten’na{
llamada factor de transcripcién de choque térmico (HSF). Por andlisis
comparativo de los genes de choque térmico en parasitos se han encontrado
secuencias que presentan similitud con los HSE (Newport, et al. 1988;
Polla, 1991), pero ain queda por demostrar su implicacién en la regulacién
génica de estos genes. Se postula, sin embargo, que los mecanismos de
activacién de los genes de choque térmico en pardsitos no son los mismos
que los de otros organismos eucariotes.

Otro elemento relevante es la demostracién de una complejidad elevada
de isoformas de la familia HSP70 en 7. cruz, lo que puede estar reflejando
la importancia que esta proteina debe tener en el ciclo'de vida de éste
parasito. (Martin, et al. 1993). Mientras que en E. fistolytica Ortner, y col,
(1992) aislaron varios cDNAs de diferentes longitudes, tan cortos que
codifican para 241 aminoacidos con alta homologia a secuencias Carboxi-
terminal de HSP70.

LAS HSPs EN LA RELACION HUESPED-PARASITO.
Un desarrollp excitante concierne al papel de la respuesta al estrés
12



en inmunologia y dafio infeccioso ya.que, en los procesos infecciosos que
afectan a millones de gentes cada afio como consecuencia de infecciones
por bacterias y microorganismos parasiticos, los. inmunélogos han
encontrado que las proteinas de estrés hechas por estos organismos son
los principales antigenos, o proteinas blanco, que el sistema inmune usa
para reconocer y destruir a los invasores. (Koufmann, 1980, Hedstrom, et
al. 1988). Las HSPs de varios patégenos, cuando son producidas en el
laboratorio por técnicas de DNA recombinante, tienen el potencial como
vacunas para la prevencién de infecciones microbianas y parasitarias.
Ademas, debido a su inmunogenicidad, las proteinas de estrés son
consideradas como adyuvantes (Barrios, et al. 1992). Asi, unidas a proteinas
del parasito, puéden aumentar la respuesta inmune contra infecciones.

La similitud estructural entre las proteinas de choque térmico
microbianas y del hiesped hace que el sistema inmune esté obligado
constantemente a discernir las diferencias minimas (Kaufmann, 1990). La
posibilidad de colocar a las proteinas de estrés en la interface entre
tolerancia a un organismo y autoinmunidad es una intrigante idea que
continua provocando el debate entre los investigadores. (Welch, 1933 ).

Mientras el trabajo descrito en esta tesis se realizaba, Ortner, y col.
(1993) buscando en una libreria de expresién de cDNA E. histolytica cepa
SFL-3 con anticuerpos de pacientes encontraron una respuesta positiva en
'3 de 12 pacientes para la proteina HSP70. Es conocida la respuesta del
huésped hacia estas proteinas de choque térmico de organismos infecciosos,
sin embargo Orter y col. concluyen qué la respuesta en la amiba hacia esta
proteina es en particular poco generalizada dentro de los pacientes con

absesos hepaticos amibianos.
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AMIBIASIS

De las seis especies de amibas que pueden habitar en el intestino del
hombre la . histolytica es la Gnica de importancia médica por ser un
pardsito patdégeno. Esta amiba se encuentra en fase de comensal
aproximadamente en la décima parte de la poblacién mundial. Una de cada
cien infecciones intestinales, generalmente disenteria amibiana, es a
consecuencia de la invasién de la mucosa del intestino grueso por las
- amibas. En el diez por ciento de este Ultimo grupo, la invasién amibiana
progresa del intestino al higado en donde el parasito puede producir abscesos
hepdticos, generalmente progresivos y de evolucidn mortal, a menos que

los pacientes reciban tratamiento adecuado. (Martinez-Palomo, 1982 )

CICLO DE VIDA.

El ciclo, incluye cuatro estadios consecutivos: trofozoitos, prequistes,
guistes y formas metaquisticas. La investigacion se ha centrado en las
formas quisticas y en los trofozoitos dejando atrds el conocimiento de los
otros dos estadios. Los trofozoitos proliferan en el colon donde, bajo
condiciones no conocidas, originan las formas de resistencia: los quistes.
Los quistes, presentes en las heces de los portadores asintomaticos, son
redondeados, hialinos, de 8 a 20 um de didmetro con una pared rigida.
Estos quistes contaminan los alimentos y el agua, al llegar a un nuevo
huésped se disuelve la pared por accidn de los jugos géstricos e intestinales.
Después de varias divisiones celulares, cada quiste da origen a ocho amibas

en la luz de! intestino grueso del inadvertido huésped humano.

LOS TROFOZOITOS.

Los trofozoitos de E. histolytica son células pleomérficas con didmetro
gue varia entre 10 y 60 um. Vistos al microscopio 6ptico muestran
movimientos citoplasmicos y de desplazamientos continuos. Generalmente

14



tienen un seuddpodo frontal y una cola, o uroide, ademés de numerosos y
finisimos fildpodos. La intensa actividad endocitica del parasito pueds
manifestarse como numerosos estomas de pinocitosis o de fagocitosis
(Madinez-Palomo, 1982 ). .

La organizaciéon submicroscépica del trofozoito se caracteriza por
la ausencia de organelos diferenciados presentes en células eucaribticas
tipicas como: mitocondrias, aparato de Golgi, reticulo endopiésmico liso o
fugoso bien definidos y microtibulos citoplasmicos.

El citoplasma de la E. kistolytica posee, en cambio, una gran cantidad
de vesiculas, muchas de ellas con material particulado en degradacion,
abundantes ribosomas que forman ctmulos seudocristalinos en los prequistes
(los cuerpos cromidiales) y una variedad de componentes tubulares y
filamentosos mal definidos.

El citoesqueleto de E. histolytica es sorprendentemente sencillo y
poco estructurado. Los microfilamentos de actina se encuentran
concentrados en zonas de adhesidn cercanas a la membrana plasmatica y
en regiones de fagocitosis, pero distan mucho de mostrar el grado de
organizaciéon que muestran los microfilamentos en otros protozoarios o en

células de metazoarios (Martinez-Palomo, 1987 ).

LAS HSPs Y LA SECRECION DE PROTEINAS EN . histolytica
El papel de una HSP70 en el plegamiento, translocacién a diferentes
- organelos y degradacidn de proteinas, asi como su regulacién bajo diferentes
condiciones de estrés, son elementos importantes para la sinteisis, trafico
v secrecidn de proteinas en la mayoria de las células.

Las HSPs en la vida de un parasito como E. fistolytica puden tener
diversas funciones particulares debido a la organizacién subcelular que
este organismo presenta.

Es de mucho interés en nuestro grupo de trabajo definir no solo los

15



aventos, sino también de manera primordial, los elementos moleculares
involucrados en la sintesis, trafico y secrecién de proteinas en ‘E. ﬁi.sto[ytica,
Consideramos que la identificacién y caractyerizacién de las HSPs de .
ﬁzlstoﬁ_;a‘w nos prbporcionaria informacién sobre uno de los marcadores
moleculares implicados en la sintesis y etapa inicial del trafico de proteinas

en amiba.
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- OBJETIVO GENERAL

Caracterizar molecularmente un fragmento de un
gene similar a Hsp70 de . fistolytica -

Objetivos particulares:

-Secuenciar una clona de 1.3kb que contiene un
fragmento de un gene de HSP70 de £ Aistofytica.

- Andlizar con herramientas computacionales la
secuencia del gene y su regién 5'no codificante.

- Realizar un andlisis genonuco por experimentos de
"southern blot". '

- Determinar su expres n or R’:I‘-VPCR y Northern blot.

- Identificar el sitio de inicio de la transcripcién.

17
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MATERIALES

En este proyecto trabajamos con la cepa E. histolytica HKS,
caracterizada por presentar un zimodemo patégeno (Said-Fernandez, et al.
1988) y cultivada en condiciones axénicas en el medio de cultivo TYI-S-33.
(Diamond, et al. 1968).

Las enzimas de restriccidn, la Tag DNA polimerasa, polinucleétido
cinasa y los dideoxinucleédtidos, los obtuvimos de Boehringer Mannheim.
Los nucledtidos radioactivos de New England Nuclear. La transcriptasa
reversa (AMV-RT) de Promega. La membrana de nylon N+ de Amersham. El
resto de los tuaclivos utilizados fueron grado biologia molecular de Sigma
Chemical. Las manipulaciones estandar de biologia molecular se hicieron
de acuerdo a los protocolos que se reportan por Ausubel, et al 1992, Los

oligonucledtidos utilizados se muestran en la Tablal,

TABLA 1. Los oligonucleétidos utilizados en este estudio

NOVBRE SECUENCIA &'-3' SINTESIS OBSERVACION®
HSP2.MAC " GAR AR AT GCW AAY. ca?x' CAA GG IBT 2
HSP1.MAC : Wee A IBT 2
FORWARD/23 OPERON 1,6
REVERSE/24 OPERON 1
RHHSPDIF25 - OPERON 1,5
RHDIFINV OPERON 1.3,6
RH2HSP OPERON :
RHATG20 IBT 1,3,4.
RH4HSP24 OPERON 1.3
RH239UP OPERON 1
RH3HSP OPERON 3,5 -
D14.MAC 18T 1
D9.MAC BT 1
ACTINA 1 IBT : 3
ACTINA 2 3

IBT




PCR Y AISLAMIENTO DE LA CLONA EHHSP70_4.5kb

El disefio de los oligos degenerados (HSP2.MACyHSP1.MAC) se realizo en
base al alineamiento multiple con los genes de hsp70 de Homo sapiens,
Gallus gallus Rulius norvegicus, Schistosoma mansoni; Caenorfabditis elegans,
Petunia ﬁyﬁnfa ¥ Trypanasoma cruzi. ~Los oligos HSPZMAC y HSPIMAC se

spectlvamente del amino terminal

pos:cnonaro )
eamxento multiple. La generacién
40pb) para HSP70 de E. fistolytica,

busqueda de fagos recombmantes positivos en el banco

su utlhzacno ,
genomuco (Agt10) del laboratorio fueron realizadas por el Dr. Miguel A.
Cevallos. Como resultado de estos experimentos se obtuvo la clona

EHHSP70_4.5kb subcloriada en el vector pUC19.

OBTENCION DE LA SUBCLONA EHHSP70_1.3kb.

La clona EHHSP70_4.5kb se secuencio parcialmente utilizando los
oligos del polilinker de pUC19 (Figura 2) con el kit de secuenciacién para
cadena doble y ollgo~marcado de BRL (dsDNA Cycle Sequencing System)

del fabrlcante »E o: determlno la orientacién de!

GeneWorl_(s de ', I
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: FIGURA 2. SUBCLONACIONDEEHHSP70_13kb. . »
; 'C]ona pUC19 / EHHSP?U 45kb que contieneun fragmento de DNA genémxco de Z. ﬁz.sta@ﬁca de 45kb




ANALISIS COMPUTACIONAL DE LA SECUENCIA OBTENIDA.
El analisis de homologia a nivel de aminoacidos y nucledtidos de la
secuencia obtenida de la clona EHHSP70_1.3Kb contra los bancos de datos

ptblicos (GeneBank, Sw:ssProtem EMBL ’EMBLupdate PDB SPupdate,. PlR

GenPept, GPupdate)_se ‘realizd unllzando os programas BLASTX‘I .4 MP 2
(Gish, 1993' y- Altschul: 1 S ;

descongef
pH7.5, Tritér

una suspens

> durante 30-60. mir

‘El volumen se flevo a

y se dejé a :tié,m'peréturva}am_bi:‘e‘kht



7.7ml con TE y se agregaron 8gr de CsCl y 300 pl de BrEt (5mg/ml).
Centnfugamos (centrifuga Beckman_ TLX100 en el rotor TL1OO 4) a

100, OOOrpm/8hrs/22°C/desaceleracnon CEFO.'_’

Precnpltamos ,w’tyemperatura
1'0.2- 'ml de TE. Se analizé la

0.81% en TAE.

amblente con etanol a 70% y resus

calidad del DNA obtenido en un gel

DETERMINACION DE LA CONCE Cyl' N DE DNA GENOMICO.

La concentracnon d’ e,amlba se determind por un metodo

que consiste en el u__so dg YOPRO 1) de Molecular Probes que;

A En un volumen final de 200 "p.l por‘ v

fluoresce cuando s

pozo de una

. 1 )homogemzando igorosamente 'y se antrif:l;lgéii
a 14000 rpm/o 'a 1emperatu|a amblente

9 2 s




Recuperamos el sobrenadante y se preCIplto dos veces con 03 ’
volumenes de etano! absoluto (-20°C por 45m|n Max) El precupxtado fue

resuspendido en TE y se extrajo dos veces con olumen de! fenol/cloroformo

gel de agarosa al

Ausubel, et al (

X le:Tff"(dréisrﬁMV;’Nac,::l 750mM Trls HCI pH74
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se extendié con 30 U de Transcriptasa Reversa (AMVVRT’de Prorrﬁega) en

un volumen de 25 pl (con Tns HCI 50mM pH8 3 MgCl‘* 50mM;- espe’rmigina



volumen final de 100u! y se incubé a 42 °C / 1 hr y a 95 °C./ 1 min.

Posteriormente, a cada reaccion se le agregaron 5 ],.LCI de [a“P]dCTP y se

desnaturallzante por2hrs y

se revelo en el Phospho

ENSAYO TIPO Northe
30ug de RNA?_vPo
de agarosa al 1. 2 |
electroforesis se la
con 10 X SSC.

7%, 100ug _
28°C dufén‘ie, Itro 2 veces duran ir eratura.
amblente con~ ' 1y

se revelo en,
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SECUENCIACION Y ANALISIS DEL INSERTO DE LA CLONA "
EHHSP70_1.3kb. o . R

La clona HSP1.3Kb se s 1 encno c‘p\im'o 's'ke“des‘q‘ribé'”ér}, ateriales: y

Métodos. E! contingente de las nu e_o"tflfdiéa S

obtenida de éste se resumen

(Figura 4) para

continuo delec

secuencia“:

secuencias.

de humano.y’

mas alta (859/;)

26



A) CLONA HSP70_13 kb

300,
l EVERSE 3 I
RH4H P24

RHA G20

i A

 *RH239UP,

B)

CTGTCTAGTA GTATTTATAA TAAAAGAATT AGTCACGAAT, TI ,
TCTCCTTGAD AAAGTACTGA ATTTTACTTC TCTTTITTTTT ARCTGAGGIG:
GCATTGCAAA ALILthATA TAATTCTTTA AACTTTTCAT CAGTACAATCf
TAGCTGTTGG ATTTTTATTC ATGCACTCTA AATAATCGTC AGAGTATTTT
ANGTACAATC AATGITTGAA CCAATTTCAT TTATGGATCT GTTATTATTC:
TATATAACGA ATCATACTTG TATATCAAAT AGACTTGTTT TTATTTCAGT

GITGGAMAG AAATAAAGAAN TGCAGTTATT ACATGTCCAG CATATTTCAA TGATTCTCAA
ValGlyLysG luIlelLysAs nilaVallle ThrCysProA laTyrPheAs nAspSerGln

ATGTGATGAG AATTATTAAT GAACTAACGG CAGCAGCTAT TGCATATGGA CTTGATAAAA
snValetAr gIleXlehAsn GluLeuThrA laAlaAlall eAlaTyrGly LeuAspLyskL

AGGAGGAACA TTTGATGTAT CAGTTCTTGC TTIGAAGAA GGAGTGTTTG AAGTTAAAGC
gGlyGlyThr PheAspValS erValLeuAl alleGluGlu GlyValPheG luValLysAl

ANTCGACTTG TTAAATATTT TATTGGTGAG TTTGAAAGAA AATATAAGAA AGATATTAGT
AsnArgLeuV allysTyrPh eIleGlyGlu PheGluArgL ysTyrLysLy sAspIleSer

AAAGAGCAAA AAGAACATTA TCAAGTGCAA GTGTTGCTAA TATTGAAGTT GATCAATTAT
luhirgAlaLy sArgThrLeu ScrSerAlaS erValAlaAs nIleGluVal AspGlnLeuT

ATTTGAAGAA ATCAACATTG ATTTATTTAA ATCAACGATT GGACCAGTTT CAAGAGTATT
grheGluGlu IleAsnIleA spLeuPhely sSerThrIle GlyProvValS erArgValLe

GTATTGATAG GAGGAAGTAC AAGAATT
ValleuIleG 1yGlySerTh rArgIle

CTTATCTTAC

TCTCTCTTTA TTCATGAACA AATACCAAGT TAAACGATTT ACACCAGAAG AﬁATTTCATC,
————————————— MetAsnL ysTyrGlnVa lLysArgPhe ThrProGluG luIleSerSe

| RH2HSP
MAC———

FORWARD

}GCACTTTATT CGTTTTGTGT TGTTTTATAT - 100
'ATATCGCARA CRAGTGTTCC TCCATCATGT. . 200
TCCAATCTCG TAAACATGAT CGTTTACCAG: ' 300

TACACAAAAC' 400
. TTAgT'rg;;jm i

AGTACAATCA
ysTyrAsnGl

AACTAATGGA
aThrAsnGly

GGGAATGCAC
GlyAsnAlaA

ATGAAGGAAT
yrGluGlyIl

AGAAGATGCT
uGluAspAla

rMetValLeu

AGACARGCTA G
ArgGlnAlaT hrL

800

900
nCychuAs S

‘;1060

GATACACATC . TTGGAGGAG.

AspThrHlsL 1yG Asp’
GAGCTGTTAG 71100
rgAlaValAr g Le Al Sy
TGATTTTTAT ACATCTATTA CAccAccrAcf;lzool

eAspPheTyx’ ThrSerIle rArgAlaAI
AAMATAGATA AARGTAGTAT. TGATGAAGTA 1300’
LysIleAspL ysSerSerIl eAngluVQI iR

1327

FIGURA 3. A) Contmgente de las lecturas con’ los dlferentes ollgonucleotldos utxlxzados para la
secuenciacién de la clona RHHSP7O 1.3kb. B) Secuencm nucleohdma dela clona RHHSP70_1 3kb y secuencia

peptidica deducida para su marco de lectura mas probable
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ZRHASPT0L. 3kb CTGTCTAGTA GTATTTATAA TAAAAGAATT AGTCACGAAT TTTACTGTTG CCTAAATACA TGTTTTAATT GCACTTTATT CGTTTTGTGT TGTTTTATAT 100
ENEHSP701.3kb TCTCCTTGAA ARAGTACTGA ATTTTACTTC TCTTTTTT TGAGGTG. G GTAARTTAA ATATCGCAAA CAAGTGCTCC TCCATCATGT 200
EURBSPT0L. 3kb GCATTGCARA ATTCTIGATA TAATTCTTTA AACTTTTCAT CAGTACAATC AGIATCACTT ﬁmsmn’m‘ TCCARTCTCG TAMCATGAT CGITTACCAG 300

EWHSP701. 3kb TAGCTETTES APTTTER -fw??i}cd’ﬁdi»c [TRRRTRARTC [&-~1CAG-~~ --AGTATR-T RATRAGTICC CARCTAGUAC AN T wasciRiAAG  J88
ZUHHGETOA ~ —eeeeeeeee memoe im!rc ATTA] [TGA"' H‘WTAC\CA GGACLAGCCG TTGGTI\TTGA m:ﬁ_}s&:r@c" Agg?m:r AT G’I‘G TAT cmcchmﬁ 84

¥EHSP701.3kb ANTAERL-CA FRARCARL-FL- a-.ﬁbm“—““rrcm E--T:r"rcm c,--'mrfri"c ATTINT} BER T~-FTCHIR Y-~

Eszrcﬁ—ri‘cm,-— r-'rm.. 466
ENHESP70A

VGIL hccﬁ“_"_ﬁ P 184

ENHESPTOL. 3xb TILTTTRTLE AFCITRTYED FAYTTIACT: m'nx-m FRCEALRTLR 1AL cm C TERTTITIAY TICAGTCETR TLOPACTCYT 564
ENHHGRTOA :,ccim:rrt;c AhTGASrm @mckc'm r‘;\E_} 78GATEC M\BAG}&T?L & i‘ rackG mrccnsc%h ;mcnmw 3 A 281
il (3 R SRR W 36 i

4 e RH.HSPDI FZS‘-———)L e RHATG 20

1.3xh E""{'Ttrcnnf—c FercBERLCA ACARTATCER DCTCRRAYLL HCIRCETIAYT CARGRHACAA | "mccm;c'r ARNCGATTTA CACCAGAAGA AATTTCATCA 661

A E' GG:[‘CTLTC ch’rmrm FHGRIGGALA TCATRARLE, '\z‘_'z'mzrrgmc 'm,bn GTT metx clCCAGARGA AATTTCATCA] 381
£ i DR Wt 5 S | g okl e e

RHS IR ]

e RHA HS P 29
EWHHELTQI.3kb FTGGTRTIAR GEAARATGRA AGARACAGCR GARMEATTIC TIGGNIARGR RMFARAGART GCAGITATTA CATGICCAGC BTATTTCAAT GATTCTCARAL 761
ERHHSPTOA g\ TGGTATIAA [IAAANTGAR AGAAACAGCA Clv\?C}\T’I‘Tv TTGGAAAAGA AG!rMAGMT GCAGTTATTA CATGNICAGC ATATITCAAT GATTCTC. .\g 481
IUSPT0L. 3k FFACARGCTAC TARAGATGCA GOARCAATTGC CAGGANTGAA TGTGATGAGA ATTATINATG ARCIPACPGC AGCAGCIATT GCATATGGAT TTGATAAAAA 886
ENHUSPTOR BACARGCTAC TAMAGATGCA GGARCAATTIG CAGGAATGAA TGTGATGAGA ATTATTAATG AACEAACKGC AGCAGCTATT GCATATGGAC TTGATAMARA 581
< RAZHST
ENHUSPT0L.3kb CPACARTCAN TETTTERRC) ATRRLATETT BENTCTTMIA CCAGCARCAT TIGALGTATC ALUTCTTGCA ATTGAMGRAG GAGTGITTGA AGITAARGCA 961
ENHEEBYTO0A .c*cht;cw l:mmzsmcr 'mt, .;;5\'1' TT CGATCTTG(A GGAGGAACAT TTGATGTATC Al “TACTTGCA M-'rcamaﬁz GAcrramTGA AG"T}\MGCA! 681

FCITAATGGAG ANTACALRTCT TCGAGGAGAR GRITTTGRIN ATURACTIGT YRANTATITT ATTGH! A ARA ATATAAGAAA GATATTAGTG"‘ 1061
*\(,mm«,c.sc ATACEEATCT TGGAGGAGAR GATTTTGATA ATAMSACTTGT c‘x.\rc\:r'rrr M‘TGC'J‘G: GMA ATATAAGAAA GATATTAGTG 781

L) 14, MAL

mmm
GGARTGCALG AGCTGTTAGA NGATTARGAA CAGCATGIGA RRGAGCAARA AGAACATTAT CARGIGCMAG TGY m& TTGANGTIGC AICARITATA 1161
GGAATGCARL AGCTGTTAGA AGATTANGAA CAGCATGIGA ARGAGCAAAR AGAACATTAT CAAGTGCYGC Mcabciémt TTGAAGTTG ATCAATTATY 881

SP70L. 3kb %G“,\mp“s‘m‘ TT GATTTTIATA CATCTALTAC ACGAGCTAGA TTIGAKGARM TLRALRTIGA TTTATTTAMA TCARCGATIG GACCRETTEC FRGAGTRETA} 1261

HEPT O whi CAATT GAEM‘TTATA CATCTATTAC ACGAGCTAGA TTTGAAGAAT hJ:‘\:rTGA TTTATTTAAR TCMCT‘\TTG GACCAGTTEA ’\AGAGTTH‘T: £ 981

CRRCRTCCTR AAPITACRERR ANSTAGTATT GRIGADGTPE TAFTCATNGG AGGARNGTACK AGANITRw=- - 1327
c}mGnTGCTA I’m’i“.x‘hGAC?m nf.‘-;zz\'x‘cmm GATGA, ‘t"rh, “rt:r*rmcrpc AGGARGTACA r.GMT'rECAA AAGTTGTTCA ATTATTACAA Gr\mcncn 1081
ATERATIAGA ACCARACARA AGTATTANTE CAGAT ,MGE'TGHGCAT \T GGAGCAGCAG TACARGCAGC TATCTTAACA.GGAACCGGAG GAM}\GCMC 1181
AGAKGATGTG TTATTACTTG ATGTTGCACC ACTTACACTT GGAATAGAAA CAGCAGGAGG AGTTATGACA GCATTAATTC CTAGAARTTC Mczwm'ccz\ 1281
GCARAGAART CACAAGTATT CTCTACATAT GCAGACAATC AACCAGGAGT ATTANTTCAA GTATTTGAAG GAGAAGCATC: AATGACAAAC CATTGTAATT ~ 33g1
TACTTGGAAA ATTCGAATTA ACAGGAATAC CACCAGCACC ACGAGGAGTA CCACAMATTG AAGTTACATT TGATATTGAT GCILMTGGTA TTTTGAATGT. . 1481
TTCAGCAGAR GATAAAACAA CTGGAAARGAA GAATARGATT ACTATTACTA ATGACAAAGG AAGATTAAGT AAAGARCAAA TTGATANGAT GGTAGCAGAA 1581
SIHSPI0A GCTGAAMAGT TCAAGGCAGA AGATGATAAG ATGAAACAAA GAGTCGANGC AMAGAATAAG TTAGAGAACT TCTGTTATTC AGTCAAGAAT ACTCTTAGIG 1681
HSP70A ARCAATTTGC TGATABGATT GCTGCAGAAG ATAAGACTAC TATTGAGAAT ATTGTTAANG AAACTCTIGA TTGGATIGATAACAATCAAA ATGCTTCCAC | 1781
HSPT0A TGAAGAATAT GATAMCAAGA TGARGGAAGT TGAAGGAARA GTCCAACCAA TTTTCACTAA GCTCTATCAN CARGCCGGAG CTGCTGGTGG AATGCCAGGA 1881
HEP70A GGAATGCCAA ATGGATTCCC AGGTGCTGGA GCTGCTCCAC AAGGTAACGC TCAACCAAAG TCAAGCGGAA AAGGACCAAC TATTGAAGAA GTTGATTAAA 1981
ENRHEDTOA TGAGTTAAAT GGITTT . el B B 1997

Mo

P

o

mhmeo

FIGURA 5. Alincamiento de las secuencias de la clona EHHSP70 1. Kb ¥ EHHSP?UA Se mucslra adcmés la posmx()n de los oligonucleotidos

que fucron wtilizadas para varios procedimientos en cste trabajo. Nélese quea wlguno:; de ellos $0n comunes, mientras que otros son especificos
para cada sccuencia génica,
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SITIOS DE RECONOCIMIENTO PARA FACTORES

TRANSCRIPCIONALES.
Con el programa "FindPaterns" del paquete GCG, se analizé la secuencia

de la clona EHHSP70_1.3kb buscando motivos secuenciales reportados en la

base de datos de factores de transcr:pcuon (1991). En la Figura 6 se

motlvos secuenciales relacionados con

N1 g’b- y ctNgaaNNttcNNgaaN

muestran los resultados de a|gun

las hsp’s como el

une a la protefna Ilamada_‘ ‘oq‘ug,termlco [HSF] (Pelham,1985;

Xiao H. et al. 1988) estas secuen ia’s.Con"s"ehso no: aparean de manera

perfecta por dos bases n. la Tabla 2 las secuencnas‘

consenso original
TABLA 2. -Sec

‘r'ﬁ“&m&=d“ E)E; k}E : %Q

Cel (Glass et al. 1986)
-1 (Requéna et al. 1989)
‘Tcruzi (Gro-shu et al. 1990)
g{iZGAAMT-TTCAAA .CTUZi: (Gwo-Shu et al. 1920)
gBAaBARA-TTCCAG SR 70 - Tocruzi’ (Gro-Shu et -al, 1990)
CCiaAACA~CcCCACE: - HSE hsp70 Limgjor (Gwo-shu et al. 1988)
CAGaRRAG-TTgCCa . HSE hsp70 Tannulata (Meson et al. 1989)
CCITAAFL~gTCAAC  HSE hsp70 Tannulata (ason, et al. 1989)
CU5cARCE~gTg(X3c.  HSE hsp83 Ticruzi (bragon, et al. 1987)
L@\anﬁja © HSE hsp83 T.brucei (zwierynski, et al. 1389)
CTGeALTC -aTglAG KSE ubiguitina Lcruzi (Swindle, et al. 1988)
‘En minusculas los nucledtidos no homélogos &l consenso del HSE en eucarioles. |_} =holivos perlecios Tuera de la
posisién esperada. {Tabla modificada de Reguena, et &, 1993),

a""%cAAk x-gca ;
C3c? Ac‘ﬁl‘wr'r‘c G
CAAGCAGA~TaC'IlG -
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-508 CTGTCTAGTAGTATTTATAATAAAAGAATTAGTCACGAATTTTACTGTTG 50

-458 CCTAAATACATGTTTTAATTGCACTTTATTCCTTTTGTGTTGTTTTATAT N 100
-408 TCTCCTTGAAAAAGTACTGAATTTTACTTCTCTTTTTTITAACTGAGGTG, ... 150
-358 GTAATTAAAAAGTAAATTAAATATCGCAAACAAGTGCTCCTCCATCATGT‘ 200

! cNNgaNNttcNNc: AP ‘-'
-308 GCATTGCAARAATTC! TGATATAA‘I‘TCTTAAACTTTTCATCAGTACAATCT . w250

-~ 300

-258
-208 350
<158 0400
-~108 L 450
-58 ‘500
ta t : U .
-8 TATATAAC ARTCATACTT TAT_ATQAAAT ACTTGTTTTTATI TCART. 550
tdtatda e R e o R e L
+42 CTTATCTTACTCTTTTC ATCATTCTCACAACAATATGCAACTGARA 600
S atg
+92 TCTCTCTTTME::EPGRACAAATACCAAGTTAAACGATTTACACCAGAAG 550
+142 AAATTTCATCAATGGTATTAAGTAAAATGAAAGARAACAGCAGAAACATTT 7040
+192 GITTGGAAAAGAAATAAAGAATGCAGTTATTACATGTCCAGCATATTTCAA 750
e+242 TGATTCTCAAAGACAAGCTACTAAAGATGCAGGAACAATTGCAGGAATGA §00
+292 ATGTGATGAGAATTATTAATGRACTACGGCAGCAGCTATTGCATATGGAC 851
+342 TIGATARAZAGCTACAATCAATGTTTGARCAATTTCATTTTGGATC TTAGA 900
+392 GGAGGARCATITGATGCTATCAGTICTIGCAATTGAAGAAGCAGTGTTTGA 95¢

AGATTTTGATA loag

CACATCTTGGAGGAGA

+442 AGTTAAAGCRACTRATGGAGAT?

+492 ATCGACTTGTTAAARTATTITATTGGTGAGTTTGARAAGAARATATAAGARA 1050
+542 GATATTPAGTGGGAATGCACGAGCTGTTAGAAGATTAAGAACAGCATGTGA 1200
+592 AAGAGCARAAAGAACATTATCAAGTGCAAGTGTTGCTAATATIGAAGTTS 13007
+642 ATCAATTATATGAAZGGAATTGATTTTTATACATCTATTACACGAGCTAGA 1350
+692 TTTGAAGAAATCAACATPGATTTATTTAAATCAACGATTGGACCAGTTIC 1400
+742 AAGAGTATPAGAAGATGCTAAARATAGATAAAAGTAGTATTGATGAAGTAG 1450
+792 TATTGATAGGAGGAAGTACAAGAATT 1476

FIGURA 6. REGION PROMOTORA DE EHHSP'/'O__.'L +3kb. .
Localizacién de los siguientes motivos en la secuencia 5'corriente arriba del ATG de

inicio de la uaduccmn +1=S8itio inicio de transcripcion obtenido experimentalmente.
TATTTAAA =tata-box -28pb (Bruchhaus ctal. 1993). h TCA]~ consenso del lider en L
histolytica (katyar, et al. 1993). atg =Metionina#l. chNgaltteNilg
NgaalNttcNNgaaN ctlgasWNtitcnag =Sitios de reconocimiento para
factores de transcripceién de choque térmico en eucariontes. (Pelham,
1985 y de acuerdo al programa findpaterns del paquete GCG Wisconsin).

[a]
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EL SITIO DE INICIO DE LA TRANSCRIPCION Y OTROS MOTIVOS
DE LA REGION 5'-NO CODIFICANTE

Para mapear el sitio de inicio de la transcripcion se utilizé el

oligo RHATG para experlmentos de "primer extension" utmzando

transcriptasa reversa y- RNA:tota y RNA totals tratado con RNAsa' La.
Figura 7 muestra 4com‘ de ’
por lo tanto »’uny*ll’d"
calculé po:‘_ri,‘
M13caden

concenso (i)t
(Figura 6)

Estro’
la regién ,k,[I:d’e,

otros genes de

Denise, et al,'

Exusten aoemas otras secuenc:as hder qu ‘

no-contienen’ un obvio



FALLA DE ORIGEN
NIDIHO 30 vyv4

FIGURA 7. Anilisis del sitio de inicio de la transcnpc)on de la clona EHHSP?O 1 3kb por, "prmu.r cxtensmn

Carriles 1-3 "primer extension”con el oligo (ecpccxﬁco de EHHSP70_1.3kb) RHATGZO kinado (”P) Carnles 1. RI\A‘,'
total de amiba; 2. RNA total de amiba tratado éon RNAsa; 3. (control ncgnh\'o) 1bual que el carnl uno pcro ol m-m.a]e :
del producto fue por incorporacion de "P—dATP (la flecha indica un pmducto prmc:pal de 124nl) carnles 4y3
corresponden a secuencia de I\"I 3sscon'el olxg,o forward -0 con a« JJ1’ CMTP 6 marc.;dor d(. PM (pBR322/Msp1)

kinado con **P.
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I-20 T30 1

150 Ta40 T-120 Taz0 Ta10 T-700 T-00 T-g0 i.7c J-60 50 [0 T30

STIGACTTAT AACTTICTTTT TCTTCTTTIT GGTTTAATTT AGTCATTTIG TTATTTCATG TITAIICTIT TGATAATATT )'\'('I'GGTMTT‘ TTTAAGARAA GTTTGAMACA EA'I"ITMﬁ\h GAACTATGAG TAACCATTTT ATTTATTIGT ATG EAPCH:

14253
-2526  TTANGARAAA GAGTARAARG GAAGAAGTTG AMAMAAGTAA TTTCGITITT AGGTGTTANT AATCCAAMAA TAAACTCTCT TGAARAGARA ATAAGAGAAT AGARCAAGTT CTGAAAACAA ANGGAAAMAT MAGAFFARTTT ARMCANCTCA ATG EEGEHITOA/ERGRIAY
1~ 209 GTTTAAATST TGARTAATIA CCATANTGAG ARTARTGCAG AMGTGATGAT GACGACATTT TTATTTTAGT TAAGIMAMGA TGATTTTGGT AGTTCATTTG TENTTIAMGY: ATCTCATCAT CACCACANTC TCATCAATTC ANICAGTCAR ATG ERGERZY
1-900  AMATGTGGAG AGTTSTTCTA TTTGATTCTG TATGGATAAA ATCTCCGAAA AAGTGAANGT TACIGAAGAA AACCTCACAR GAATAAGAM GCTACACAAT TCATCAGTCIT ATTTARAETC AMAMGAGT AATATTITCA TICGATAATA ATG EIGEAFE
24 -_IZ:GAAG CTATAANTA GTTATAGAA TATARAMA TGTTAMAAAT GAAMCAMC ATAMAAATA AGTGTATTIA MAGTGTTTTT AMAMAACTA ATTATICATA ARTTARAGTT ATG EHVSAR
cmc@mmm AARGAACARA . SENGTA AT ENHCPU2A
1-77
1-312 Ammm' ATG EHI7O5SLEC/ X61403
TTAA )m: EXISPTOA
ATANCATTAR GAMACM:MN EREFZ
T TTAANIGTTT AAMCANCTAT ATTTGCTTCA mm'c;\m;\ )\-rc EHCTAAP(ORE 0.75)
1-217
1-462 TTICELCANT CATTCICACA ACAATATGEA ACTGARATCT m'rrlm'c c’xv ZHdSl‘7D 1i3kb

uencm'; fuemn obtuudas dc] GenBank :

cnumelan el restode cada sccucncn Toda:; las

NERIRS 30 YTV



consenso correspondiente a secuencias regulatorias’ eucarioticas.

ANALISIS DEL DOMINIO DE UNION.-AL AT, , |
La secuencia peptidica dedu‘ciyd‘al ara en;e‘E‘l;itHvS'Wogk.akb,se ,
analizé en la region de homolobn’a corresp ndiente: a’ los }i'r':noti:v;os .

estructurales del sitio de unién al ATP

extremo carboxilo’ terminal,
En cada caso se muestra. s

ENHHSP70A. -

En los
de 70kDa Q_s

Estas prdtéy’ as’se-.lo
citoplasma,' Vi:’m‘lﬂtoqqn
objetivo de 'ikn\"/:éstig‘ér
fistolitica, DNA gendmico de
EcoR1, Pst1] Ecof

reconocen m




ENEHSETOA

HSP70.1.3kb
ENHESRT708

HSR70.1.3kb

" ENHHESPTOA

HSE7H.1.3kb
ENHHESD70A

FIGURA 9. ‘DOMINIO DE UNION AL ATP. Andlisis de los motivos secuenciales que unen
k d1[c1 entes pa1 tcs de la molecula'de ATP: enl
;ct al. (1993) par

I cfe1 cncm la secuenci

e e e o 4 e i e o e e S A e e e S s e i —_——— e mm e e~ ~HSKY TGP

——»FOSFATO 15

AVGIDLETTYSCVGIWONERVELIANDQGRRTT PSY VAFT DTE R IGD AR KNQ LA MWV KN TVF DAKRLIG KRF SDPAT QI DME EWSF KVI DUGHDRP LIE

: w0 CONECTOR 1 —
ki RETAE HFYGKE{ KN AVITCPAY FN DSOROATKDA GTT AGMIVMR TINEF TARAT AYGLPKH vho Crfffv A ol
R KETAE {17 YGKEH KN AVITCPAY F DEORQATK DA GPT AGHNVIR TINEH TAAAT AYGLAKHSOR EXHrlh

~~——HNHY ¥ KR TPEET SEMVLY
VE~ Y~ HGIVR " TPEETSSHVLY

> @

LjL\f‘I((,Z_«\' [ [VGDTHLGGE DFDRRUVR FF ILEF{RKY KK DISGN ARRVR RLRTACERAK RTL SSHSY AN TEVDQIY FGT DFYTu ITRA}
EEVRAL JGDTHLGGC. DIDNRL\ (OF 13 e 'E{ !\K" KK DISGNAR.’U/RHLRTACBRAKI’TLSu At AN IEVDYL FyGT Dr TS TTRAL

ADENOSINA - CONECTOR 2

HEVLEDA KD ST DN VLI SGST RI — oo o e i o o e e e e e e i e
HRVLEPARMDHIFID W VLI GGST RIP RVVOL L) DFFRGRYF NKISINPDEAVAY GI\AVQAAILTG[‘GGKATEDV LLLDVAP_.TL

> R @
GIETAGGVHTALI FRNST IPAKKSQVFSTY ADNQPG VL IQ VFE GEASMTN HCHLLGKFEL TGI PRAPRGV PQL E\"I'fDID ANGILNVSAE DK'I'D;:(I\NKJ.

TITNDKGRLSKEQIDKMY AE AERFRAED DK KQRVE AKNK LEN FCYSV R TLSEQFADRT AAEDKTTTEN IVRETLIWID M-QNASTEEY DNKH!\ bVFGK
VOPIFTRLYQQAGRAGGEMP GG PN EGEPCGAGANPRGHA QP KSSGRCPT TEE

EE(RIDLIKSTIGEV
i '”DLI'«.:TIG

e e A R

qu‘;}ﬂ i WYY

as pre OtClH’lb de choquc teumco de acuerdo con ' Bork,

2 4 secuend

a peph
a 1espcct1va dc:‘HHSP/OA S B—plegada

@[D a—ehce. ‘

dxca‘dedukddak‘dc 1a clona EHHSP7O 1. 3kb y: utxhzando como

~4

107

186
304

238
404

504
604
556



EcoRi Pst1 Oligo EcoR1

l 3.2kb RHHSPDIF25 4,5(<b
e EHHSP70_4.5kb
HSP750pb
(Producto de PCR)
R R T R ».] AR &]‘%'}-a» **““’*m&-ﬁtszsmf%”y R, =y ENHHSP70A
T Pstl EcoR1 EcoR1 Pstl 2.0kb
}""'—'] Oligo 1044pb
100pe RH3HSP

> ENIIHSWUA (Ortncr et al 1992) -Se muestran las




A B C D

DNA £ Aistolytica HSP750pb RHHSPDIF25 RH3HSP

A HindIII EcoRt Eoem Pstl EcoR1 ExoR1 Pl EcoR1 EcoRl Pstl EcoR1 BeoR1 Pstl
Psil Pal Pl

Kb

2.3 p=
2.0

1.3}»,

FIGURA 11.ENSAYO DE SOUTHERN BLOT Panel A) DNA 5cx1érmco cor tado’

con EcoR1, EcoR1/Pstl y Pstl ysapalado en. agzuoq ' tmns(eudo e Iub11dado

con diferentes sondas: B) HSP750pb; C) RHHSPDIF 25y D)RHSHSP




(Figura 10) selecionadas por su especificidad: un fragmento marcado
por PCR de 750pb {(universal de las HSP70) con los ohgos HSPDIFINV25
y Forward; en segundo lugar se uso el ollgo RHHSPDIF25 (especnflco de
RHHSP70_1.3kb) y -un altimo - oligo RHSHS “(es :
ENHHSP70A). Los resultados 1

que se predicen’ sobr
HSP750pb: Con £

un fragme‘ﬁid

presentes ban

Gnicamente

menciono’’

ENHHSP70A y e! rest

,c_:or‘r‘é‘spoknden’a genes diferentes.
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ENSAYO DE TRANSCRIPCION REVERSA-PCR.
Los resultados anteriores indican que nuestra clona codifica para
una HSP70 atipica por lo que es importante probar: su expresién a nivel

de RNA. El primer acercamlento fue atraves de RT-PCR:

1994), para lo cual se smtetl
sin chogue térmico _(libf

reversa, con un-segun

cDNA y ia enzim ¥ T

tratamiento

El on; a Sanchez,

confirma . Iz

agarosa/formaldehldo' el RNA e transfnlo a una membran

40
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RNA + + + o + o+
DiNAsa + * L T
DNA +
AT-AMYV + +
HSP(Oligor) + + + +
ACTINA(O1igos) + ¥ 4
ABgi1 +

' 1 2 3 435 7 8

e -5 pb

FIGURA 12; ANALISIS DE EXPRESION DE LA CLONA DEL GTNF EHHSP'70 1 3KB

PORMEDIO DERT-PCR Los ohgos uqad os para HSP fueron RI 4T ISP24 y RI IDIF I\’V
(carriles 1-4); ACIIN

1 y L\.Cl INA2 para actma (carJ 1]cs 5 7)
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se hibridé primeramente con la sonda RH4HSP24 (panel A de la Figura 13)

que sirve tanto para detectar el mensajero de ENHHSP70A como el

muestran"ff\/é ac
et al. 1994)

intenso. A f

en el mRNA (Yost et al 1990) y pos:b!e'mente en eI producto protelco
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—7 .4kb
5.3kb
2.8kb

1.9kb__

L —1.6kb

1.3 Skb—
1.0kb —1.2kb
I — 0 .8kb

FIGURA 13. ENSAYO DE NORTHEN BLOT. Fracciones de RNA poli A+
(70011g) y poh A— (700ng) fueron hlbudadas con: A) oligo RH4HSP24 y B)
oligo RHHSPD]F25 ‘Los estandares de RNA son 7.4kb, 5 Skb 2 8kb 1 9kb -
y 1.6kb- de Bodnmgel Mannhelm
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DISCUSTON



El presente estudio es parte de un proyecto global que trata de
describir la presencia de genes involucrados en procesos de tréafico

intracelular y secrecién de protemas en Efzstof_/twa que han. sido descritos

en otros orgamsmos eucarlotes superlores Dentro de la »funcmnes de las

HSP70, se ha descnto‘ su _e'

través de Ias membrana di
col 1990; S,tuar_t‘
matriz mitoé\dhd
BiP), y son’
locales y

secrecién

(Figura 9).



Por otra parte, se ha realizado un gran esfuerzo por describir y

mapear las regiones involucradas en la actividad de unién al ATP en las
| | ol.1 i, CG. y

proteico (Gaut RJ.y Hendershot' M

una protecmon celular durante

(Newport, G1 SR ‘ : I
La reglon 5' no codmcante de Ia clona EHHSP/O 1 Skb muestra I’v
' 4 5 ’



presencia de motivos importantes gque coinciden con los HSE de las HSPs
de otros organismos. pfotozéarios (Tabla 2) y que han: sado descntos como

i6n-de rprotemas de choque

5 eysto‘s ‘motivos son

5. 1990).
“’ATTTGAA} !ocalizada

los resuliados de tlpo Souihem de Ortner et al son muy , 'r‘ésom{ivc}é' L



por encima de 2kb por lo que el patrén de restriccidn que encontramos en

el DNA de la cepa HK9 no es comparable al de la.cepa SFL-3 utilizada por

ellos.

que son parcnalmente degradados (Deliavalle RP et’al 1904 Osteryoung WK el ai



1993), pasando por las formas poliadeniladas cbrkectas

De esta forma, la futura obtencnon de la sec_uencna de Vla regién.

3°-terminal del gene EHHSP?O 1 3KB y ensayo de expres:on bajo dlferentes v

condiciones de estrés con sondasy locahzada

3°-codificante seran bésicos’ pv

regulacion de la transcnpcnon y ‘modlflcacuonesf: post transcnpcnonal de

este gene.
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CONCLUSITONES



De la clona de 4.5kb (EHHSP70_4.5kb) prevtamente alslada en el

laboratorio a partir de una una hbrena genomlca de E /izsto[ytlca (HKQ)

de una HSP70 putativa.

Esta secuencia corresp

El s 2nsion”"determing el 'sitio. de- inicio. de

opid, en el genoma po ,ensayos L

. "Northern' blot"

e 'ydetectaron'

transcritos‘:"h'e,terbgé’:” 0s con tamanokk_ que van de O 8 ai 3

B TS “\BCtuar:v‘\
LR
Wk %
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