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RESUMEN 

El protozoario Entamoeba histolytica es el parásito intestinal causante de la amibiasis 
en humanos. Estructuralmente, es un eucariote unicelular simple, caracterizado por la 
ausencia de algunos organelos diferenciados como mitocondria y peroxisomas, y un retículo 
endoplásmico y aparato de Golgi subdesarrollados. A pesar de que E. histolytica presenta un 
sistema endomembranoso poco desarrollado, su alta actividad secretora caracteriza su 
patogenicidad y virulencia; es decir, proteínas con alta actividad citotóxica, como cisteín­
proteasas y proteínas formadoras de poro, son liberadas desde el citoplasma hacia el 
ambiente extracelular, ocasionando daño tisular en humanos. Para estudiar la vía secretora de 
E. histolytica, se escogieron estrategias moleculares basadas en la identificación de proteínas 
involucradas en este proceso, tal es el caso de la partícula de reconocimiento de la secuencia 
señal (SRP), un complejo citoplasmático que participa en el transporte de proteínas hacia el 
retículo endoplásmico. En mamíferos, el compLejo SRP está constituído de seis subunidades 
proteícas (9, 14, 19, 54, 68 Y 72 kDa) y una molécula de RNA (RNA 7S). Siendo la 
subunidad de 54 kDa, o SRP54, una proteína clave en la función del complejo SRP, ya que se 
encarga del reconocimiento y de la unión con la secuencia señal de los polipéptidos 
nacientes. 

La presente tesis describe la clonación y caracterización molecular, así como la 
localización intracelular, de la proteína SRP54 de E. histolytica. La secuencia nucleotídica 
fue aislada a partir del tamizado de un banco genómico, usando un producto de PCR como 
sonda. El análisis de la secuencia nucleotídica de un fragmento de 2.3 kb, obtenido a partir de 
una clona genómica de 7 kb, reveló la presencia de un marco abierto de lectura que codifica 
para una proteína de 487 aminoácidos, con un peso molecular teórico de 53.8 kDa. La 
proteína deducida presenta identidades de 21-45 % con respecto a otras proteínas SRP54 
homólogas. Los dominios funcionales descritos para proteínas SRP54, tales como el N­
terminal de unión a GTP (dominio G) y el C-terminal rico en metioninas (dominio M), están 
presentes en la secuencia amibiana. Los análisis tipo Southem y northem blot muestran que 
el gen SRP54 está presente como copia única en el genoma de E. histolytica y se transcribe 
como RNA poliadenilado en el estadío de trofozoito. El transcrito SRP54 contiene un residuo 
G en el extremo 5', sugiriendo que un mecanismo de capping está presente E. histolytica. El 
análisis evolutivo, mediante inferencia filo genética usando proteínas SRP54, coloca a E. 
histolytica como una divergencia temprana de la ramificación eucariota. La predicción de 
modelos tridimensionales, basados en homología, muestran que el dominio M se pliega de 
manera similar al homólogo de humano, prediciendo que un surco hidrofóbico es la 
estructura de reconocimiento de la secuencia señal en SRP54 de E. histolytica. La 
distribución intracelular de la proteína SRP54 sugiere que el complejo SRP se localiza tanto 
en el citosol de manera libre y, posiblemente, asociado en regiones celulares que podrían ser 
estructuras equivalentes al retículo endoplásmico. La identificación de la proteína SRP54 en 
F: hi.,¡nlvlir.n constituve la nrimera evidencia de nroteínas SRP en nrotozoarios: aún m~.' ". - .... -- . .,,---- _. -----"'----,- - - , • --7--·------·_-,--
la primera aproximación al mecanismo de transporte de proteínas hacia el espacio 
extracelular en este parásito. 
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ABSTRACT 

The intestinal protozoan parasite Entamoeba histolytica is the causal agent of human 
amebiasis. It is a structurally simple eukaryotic cell, characterized by the lack of sorne 
differentiated organelles such as the mitochondria and peroxisomes, and with an under­
developed Golgi complex and endoplasmic reticulum. Besides the lack of a well-developed 
endomembrane system, E. histolytica has high secretory activities with a role in its 
pathogenicity and virulence. Proteins with high cytotoxic activity like, cysteine proteases and 
pore-forming peptides, are constantly delivered to the extracellular environment causing 
tissue damage to the hos!. In order to study the protein secretory pathway of E. histolytica, 
molecular strategies have been taken to identify proteins involved in this process, such as the 
signal recognition particle (SRP), a cytoplasmic complex which participates in the transport 
of proteins to the endoplasmic reticulum. In mammals, SRP consists of six protein subunits 
(9, 14, 19, 54, 68 and 72 kDa) and an RNA molecule (7S RNA). The 54 kDa subunit 
(SRP54) plays a key role in SRP function: it recognizes and binds to the signal sequences 
from the nascent polypeptides. 

This thesis presents the molecular cloning and characterization of the 54 kDa subunit 
of the signal recognition particle (SRP54) from E. histolytica as well as its intracellular 
localization. The nucleotide sequence of the SRP54 gene was isolated from an E. histolytica 
genomic library using a PCR pro be. Nucleotide sequence analysis of a 2.3 kb fragment, 
obtained from a 7 kb genomic clone, revealed an open reading frame encoding 487 amino 
acid protein, with a predicted molecular weight of 53.8 kDa. The identities of the predicted 
protein with its homologues were between 21 and 45 %. Functional domains, previously 
defined for the SRP54-type proteins, were present in the E. histolytica sequence, such as the 
amino-terminal GTP binding domain (G domain) and the carboxy-terminal methionine-rich 
domain (M domain). Blotting analysis of nucleic acids revealed that the SRP54 gene is 
present as a single copy in the E. histolytica genome and being transcribed as a 
polyadenylated RNA in the trophozoite stage. The SRP54 transcript contains an extra G 
residue at the 5' end, suggesting the presence of a mechanism of capping in E. histolytica. 
Evolutive analysis, by phylogenetic inference using the SRP54 protein family, located E. 
histolytica in an early divergence of the eukaryotic branch. Homology-based modeling 
showed that the E. histolytica SRP54 M domain folds in a similar way as the human 
homologue, predicting a hydrophobic groove as the signal sequence recognition structure in 
E. histo/ytica SRP54. The intracellular distribution of SRP54 suggest that the SRP complex 
is localized either free in the cytosol or associated to cellular compartments with a feasible 
functional role equivalent to the endoplasmic reticulum. ldentification of the SRP54 
homologue constitutes the first evidence for SRP related proteins in protozoans, and al so the 
first approach to the mechanism for delivering protein to the extracellular environment in 
Entamoeba histo/ytica. 
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1. INTRODUCCION 

El padecimiento desarrollado por personas infectadas con el protozoario parásito 
intestinal Entamoeba hislolytica, denominado amibiasis, es la tercer causa de muerte por 
parasitosis en todo el mundo. Durante mucho tiempo se consideró la existencia de dos 
variedades morfológicamente indistinguibles de E. hislolytica: una patógena, capaz de 
desarrollar amibiasis en personas infectadas; y otra, no patógena, presente en personas 
aparentemente infectadas e incapaz de desarrollar amibiasis. Datos bioquímicos, 
inmunológicos y genéticos acumulados durante muchos años de investigación, permitieron la 
redescripción de éstas como: E. histolylica (patógena) y E. dispar (no patógena) [Diamond y 
Clark, 1993). En los últimos años ha aumentado el conocimiento sobre la biología de E. 
histolytica; principalmente, en la relación estructura-función de las proteínas involucradas en 
la destrucción de tejidos humanos. Actualmente, uno de los principales objetivos en el 
estudio de la biología celular de E. histolytica es el conocimiento de los mecanismos de 
invasión a tejidos humanos [WHO, 1997]. 

Morfológicamente, E. histolylica presenta un citoplasma aparentemente simple, 
caracterizado por presentar un sistema de transporte intracelular y vía de secreción de 
proteínas poco desarrollado. A la fecha, no se han encontrado estructuras membranosas 
similares al retículo endoplásmico o aparato de Golgi. Sin embargo, está bien documentado 
que ciertos productos amibianos son liberados desde el cito sol hacia el ambiente extracelular, 
tales como fosfatasa ácida [Agragual el al., 1989), cisteín-proteasas [McKerrow el al., 1993), 
proteínas formadoras de poro [Lynch el al., 1985), B-N-acetil-glucosaminidasa [Werries el 
al., 1983) y colagenasa [Muñoz et al., 1991). Por tales motivos, la identificación de las 
estructuras celulares, o los equivalentes funcionales, involucrados en la vía de secreción de 
proteínas en E. hislolylica reviste gran importancia para el conocimiento de los mecanismos 
de infección de este parásifo. Por otro lado, la caracterización de mecanismos altamente 
conservados se ha convertido en un alternativa viable. 

En el proceso de secreción de proteínas, uno de los mecanismos más conservados es 
el transporte de polipéptidos nacientes hacia compartimientos intracelulares. Este mecanismo 
es dependiente del reconocimiento de un péptido señal por un complejo ribonucleoproteico 
denominado SRP, o partícula de reconocimiento de la secuencia señal. De tal manera que, 
para E. histolYlica, la identificación y caracterización de la subunidad de 54 kDa del 
complejo SRP (SRP54) permitirá caracterizar el mecanismo de reconocimiento de 
polipéptidos que están destinados a seguir la ruta de secreción en este parásito. Aún más, la 
caracterización de otros componentes involucrados en este mecanismo, como el receptor de 
SRP, la peptidasa de señalo componentes de la maquinaria de translocación, favorecerá la 
caracterización de los componentes celulares del mecanismo invo]uGn~do en la primera etapa 
de la vía de secreción de proteínas en E. histolytica. 
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2. GENERALIDADES 

2.1. Tráfico intracelular y vía de secreción de proteínas en células eucariotas 

El tráfico intracelular y secreción de proteínas a través del sistema endomembranoso 

ha sido de particular interés en los últimos años. En 1975 un grupo de investigadores, 

encabezados por George Palade, formularon los lineamientos generales del transporte 

intracelular y vía secretora en células exócrinas de páncreas de perro [Palade, 1975]. 

2.1.1. Compartamentalización celular 

El estudio de las membranas biológicas y su función en compartimientos 

intracelulares, es una rama de la biología celular que cada día adquiere mayor importancia. 

Una membrana separa todas las reacciones bioquimicas que suceden dentro de una célula, del 

ambiente que la rodea. Dentro de una célula eucariota, una membrana organiza y separa las 

reacciones bioquímicas de un organelo, generando compartimientos morfológicamente 

distintos y funcionalmente especializados [Alberts el al., 1994; Mellman y Warren, 2000]. 

Por otro lado, debido a que las bicapas lipídicas son impermeables a muchas 

moléculas hidrofílicas, cada membrana especializada contiene transportadores responsables 

de la importación y exportación de metabolitos específicos. Además, cada membrana 

contiene los mecanismos necesarios para importar e incorporar las proteínas que hacen a 

cada compartimiento único. Los compartimientos intracelulares más comunes de una célula 

eucariota son citoplasma, núcleo, retículo endoplásmico (RE), aparato de Golgi (AG), 

mitocondria, cloroplasto (en plantas), lisosomas y peroxisomas [Alberts el al., 1994]. 

2.1.2. Tráfico intracelular 

El mantenimiento de la organización estructural y funcional de una célula eucariota 

requiere de la correcta localización de sus proteínas y lípidos a su destino final. Esto se logra 

gracias al transporte intracelular de estas moléculas a través de su sistema endomembranoso. 

Varios modelos han surgido tratando de explicar el flujo intracelular de materiales; sin 

embargo, sólo dos modelos han logrado captar la atención: el modelo vesicular y el modelo 

de maduración de cisternas. La información generada a partir de una gran cantidad de 

estrategias experimentales, apoyan al modelo vesicular como el mecanismo general de 

para algunas células especializadas [Harter y Reinhard, 2000]. 
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Transporle vesicular. La transferencia de materiales entre compartimientos 

intracelulares se lleva a cabo mediante pequeñas vesÍCulas membranosas [Palade, 1975]. Los 

compartimientos donador y aceptor, típicamente, están compuestos de membranas 

bioquímicamente distintas. Por tal motivo, el transporte vesicular debe cumplir los principios 

básicos de selección molecular y anclaje vesicular. La selección molecular contempla la 

habilidad de selectivamente incluir o excluir proteínas de membrana y solubles, durante la 

formación de la vesícula naciente y, posteriormente, la capacidad de vaciar el contenido 

vesicular durante la fusión de membranas. El anclaje molecular considera que las vesículas 

nacientes de un compartimiento donador deben contener etiquetas moleculares, que le 

permiten la interacción y fusión sólo con el compartimiento aceptor apropiado [Mellman y 

Warren, 2000]. Estas etiquetas incluyen a las proteínas SNARE y Rab (GTPasas de bajo peso 

molecular) [Sogaard el al., 1994], las cuales, en conjunto con otras proteínas, forman 

complejos específicos para cada organelo que permiten el reconocimiento y la sucesiva 

fusión de la vesícula al compartimiento aceptor [Mellman y Warren, 2000]. 

Maduración de cislernas. De acuerdo a este modelo, las moléculas son transportadas 

sin abandonar el lumen de la cisterna; es decir, para el transporte de moléculas demasiado 

grandes, como pro colágena, se ha sugerido un mecanismo alternativo en el cual las cisternas 

del sistema endomembanoso maduran progresivamente. [Mironov el al., 1997; Bonfanti et 

al., 1998]. 

2.1.3. Transporte a través de la vía de secreción de proteínas 

La vía de secreción de proteínas consta de las siguientes etapas: (1) transporte y 

translocación a través de la membrana del RE; (2) N-glicosilación y plegamiento en el lumen 

del RE; (3) transporte hacia el AG; (4) modificaciones en el AG; y (5) transporte vesicular 

hacia otros compartimientos intracelulares y el ambiente extracelular [Sakaguchi, 1997]. Para 

que una proteína sea madurada, seleccionada y enviada hacia su destino final, el tráfico 

vesicular a través de los compartimientos de la vía secretora debe ser direccional; es decir, 

una vesícula que emerge del RE debe unirse específicamente al cis-Golgi, una vesícula que 

gema del cis-Golgi debe fundirse al medial-Golgi, y así sucesivamente [Rothman y Wieland, 

1996]. 

Transporte y translocación de proteínas a través de la membrana del retículo 

endoplásmico. Funcionalmente, esta etapa puede dividirse en dos fases: primero, el 

polipéptido naciente es identificado y transportado desde el citosol hacia el RE; y 

posteriormente, es translocado hacia ellumen del RE o permanede integrado en su membrana 

[t~g y \-Valter, 1994]. 

3 
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N-glicosilación y plegamiento de 

proteínas en el lumen del retículo 

endoplásmico. Durante la translocación del 

polipéptido naciente, en la membrana del 

RE, algunas proteínas, como Bip (de la 

familia HSP70), se unen a éste, asegurando 

un plegamiento correcto. Sin embargo, el 

plegamiento completo depende de otros 

factores, entre los que se encuentran la 

formación de puentes disulfuro, catalizada 

por la enzima POI, y la transferencia y 

procesamiento de oligosacáridos, catalizada 

por el complejo oligosacaril transferasa. En 

conj unto, estas proteínas conforman el 

sistema de control de calidad del RE, el cual 

se asegura de que proteínas plegadas 
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Figura 1. Esquema que ilustra las etapas 
tempranas de la vía secretoria. 

incorrectamente, o no plegadas, permanezcan en el RE, unidas a las lectinas calnexina o 

calreticulina, e impiden su exportación hacia el complejo de Golgi [Ellgaard et al., 1999]. 

Transporte de proteínas hacia el aparato de Golgi. Una vez que las proteínas han 

sido plegadas correctamente, éstas abandonan el RE en sitios específicos caracterizados por 

la formación de vesículas cubiertas por un estructura denominada COPII [Me liman y 

Warren, 2000]. En estudios morfológicos, usando células secretoras altamente 

especializadas, se han definido sitios de formación de vesículas cubiertas por el complejo 

COPII [Orci et al., 1994]. Por otro lado, se ha sugerido la existencia de complejos 

especializados que participan en esta etapa, los cuales constan de pequeñas estructuras 

tubulares y vesiculares que se funden entre sí formando un compartimiento intermediario 

denominado ERGIC [Harter y Reinhard, 2000) o VTC [Me liman y Warren, 2000]. Se ha 

considerado que este compartimiento participa en la selección y concentración de proteínas 

destinadas al transporte anterogrado hacia el AG y retrógrado hacia el RE [Bannykh et al., 

1996]. Posteriormente, las proteínas son transportadas desde ERGIC hacia la cara cis del 

complejo de Golgi mediante la formación de vesículas cubiertas por otro complejo 

denominado COPI (Figura 1). 

Maduración de proteínas en el aparato de Golgi. A partir del cis-Golgi, las proteínas 

maduran durante su paso a través de las distintas cisternas del complejo de Golgi (cis-medial­

trans). Algunas modificaciones como O-glicosilación y reestructuración de azúcares, 

sülfatación o fosfoiilación, y proteólisis, püeden süceder dürante este proceso. El traüspurtc a 

través del complejo de Golgi involucra movimiento vesicular en ambas direcciones 
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[Me liman y Warren, 2000]. Durante el 

transporte retrógrado de componentes 

estructurales, así como de proteínas fugadas 

del RE, las vesículas cubiertas por el 

complejo COPI participan activamente: 

componentes del COPI interactúan con el 

tetrapéptido señal (KK/RR)XX, 

característico de proteínas membranales del 

RE, y selectivamente las concentran en el 

AG. De igual manera, las proteínas 

residentes del lumen del RE, como Bip o 

POI, son seleccionadas y concentradas 

mediante la interacción del tetrapéptido 

KDEL (presente en el carboxilo terminal de 

su secuencia) con el receptor ERD2 del cis-

Golgi. Estas proteínas se transportan hacia el 

• ~~~~~ • ENDOSOMA SECRECION 
O@"(TAROIOREGUlADA 

SECRECION ,"" r,"t. " 
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Figura 2. Esquema que ilustra las etapas 
tardías de la vía secretoria. 

RE vía el compartimiento intermedio a través de vesículas cubiertas por el complejo COPI 

[Pelham, 1996]. Existen dos modelos que intentan explicar el movimiento anterógrado a 

través de las cisternas del Golgi. En el primer modelo, las enzimas residentes del AG y 

proteínas secretorias, que arriban al cis-Golgi vía vesículas cubiertas por el complejo COPI, 

son transportadas a través de las cisternas a medida que éstas maduran; es decir, la cisterna 

cis madura a medial y, posteriormente, a transo En este modelo, las cisternas cis se renuevan 

constantemente a partir de componentes del ERGl C. En el otro modelo, las cisternas son 

visualizadas como estructuras estáticas a partir de las cuales las vesículas geman. En este 

modelo participan distintos tipos de vesículas cubiertas por el complejo COP! dependiendo 

de la ruta de destino (Figura 1) [Orci et al., 1997]. 

Transporte de proteínas hacia compartimientos intracelulares y membrana 

plasmática. Las proteínas secretorias, y de membranas, destinadas a compartimientos post­

Golgi son seleccionadas en las cisternas transo Es decir, las proteínas destinadas a la vía 

secretora, o a la vía endoso mal, son seleccionadas y transportadas en diferentes tipos de 

vesículas [Keller y Simons, 1997]. En esta etapa, las vesículas cubiertas de clatrina son las 

mejor caracterizadas. Sin embargo, vesículas no cubiertas han sido identificadas, aunque se 

desconoce su función [Harter y Reinhard, 2000]. Las proteínas destinadas a la membrana 

plasmática son transportadas en vesículas que se forman constitutívamente; mientras que, las 

proteínas destinadas a endosomas o lisosomas, se acumulan en regiones de la cisterna que 

expresan el complejo adaptador de clatrina [rv1ellman y 'vVarren, 2000]. POi' utru iauo, ias 

proteínas destinadas al espacio extracelular se acumulan en el trans-Golgi y, posteriomente, 
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son secuestradas en grandes vesículas que generan los gránulos secretorios densos, 

característicos de algunas células exócrinas como las células acinares del páncreas. La 

formación de estos gránulos densos es una manera eficiente de concentrar y almacenar las 

proteínas secretorias antes de ser liberadas de manera regulada (Figura 2) [Orci el al., 1984; 

Tooze y Tooze, 1986]. 

2.2. Transporte y translocación de proteínas a través de la membrana del retículo 

endoplásmico 

En las células eucariotas, la síntesis de proteínas destinadas a compartimientos 

intracelulares, o al ambiente extracelular, es un proceso que se lleva a cabo en ribosomas 

unidos a la membrana del RE. Durante la biosíntesis, las proteínas solubles son translocadas 

hacia el lumen, mientras que las proteínas integrales se insertan en la membrana del RE 

[Alberts el al., 1994]. En mamíferos, la translocación está acoplada con la biosíntesis (co­

traduccional); mientras que en levadura, puede ser co-traduccional y/o post-traducciona!. El 

mecanismo de translocación de proteínas a través de membranas es un proceso 

evolutivamente conservado: en E. coli, la membrana periplásmica cumple una función muy 

similar al RE [Schatz el al., 1996]. 

La primera etapa de la síntesis de proteínas se lleva a cabo cuando los ribo somas se 

encuentran libres en el citoso!. Estudios basados en esta observación permitieron la 

identificación de un mecanismo encargado de seleccionar a los ribosomas que sintetizan 

proteínas destinadas a la secreción, o a compartimientos intracelulares, y conducirlos hacia la 

membrana del RE [Blobel y Dobberstein, 1975]. Este mecanismo involucra un complejo 

citosólico, que reconoce a la secuencia señal del polipéptido naciente, y la interacción del 

complejo con un receptor presente en la membrana del RE [Walter y Johnson, 1994]. 

2.2.1. Secuencia señal 

La secuencia señal, usualmente 

localizada en el extremo amino terminal del 

polipéptido naciente, juega un papel 

importante en el mecanismo de 

reconocimiento de proteínas destinadas 

hacia diferentes compartimientos 

PEPTlOASA 
OE SEriAL 

+ -@----,I-c:= 

Figura 3. Ilustración de la estructura básica 
de un péptido señal. 

iniracduiares o exiracduiares. La secuem;ia señal cunsiste ut: in:s regiúues: una región amino 

terminal polar (región N), donde se observan aminoácidos cargados positivamente; una 
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región central hidrofóbica (región H) con al 

menos 7-8 aminoácidos hidrofóbicos; y una 

región carboxilo terminal (región C), la cual 

contiene residuos como prolina o glicina, 

donde se realiza el corte enzimático por la 

peptidasa de señal (Figura 3). El análisis 

comparativo de un gran número de péptidos 

señal indica que la longitud de éstos puede 

variar desde 15 hasta 50 residuos [Martoglio 

y Dobberstein, 1998; Sakaguchi, 1997]. El 

péptido señal es cortado co­

traduccionalmente, cuando la porción 

madura del polipéptido naciente se ha 

elongado en más de 100 aminoácidos [Lyko 

el al., 1995]. 

RIBOSOMA 

CITOSOL -cU- RNAm 

ss GDP + Pi 

2 ~--"'_ 
SRP c

w 
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TRANSLOCACION~ 11"" RE 
PROTEINA 

Figura 4. Esquema del mecanismo de 
reconocimiento de la secuencia señal y ciclo 
del SRP. 

2.2.2. Mecanismo de reconocimiento de la secuencia señal y maquinaria de translocación 

Mediante estudios experimentales in vi/ro, fueron identificados dos componentes 

proteicos necesarios para conducir al ribosoma desde el citosol hacia el RE: un complejo 

ribonucleoproteico citoplasmático denominado partícula de reconocimiento de la secuencia 

señal, o SRP, y su receptor (SRPR, complejo heterodimérico), localizado en la membrana del 

RE [Walter el al., 1984; Rapoport, 1992]. El mecanismo inicia cuando el SRP se une a la 

secuencia señal (SS) del polipéptido naciente, en el momento que emerge del ribosoma, 

ocasionando que la elongación se detenga. Posteriormente, el complejo ribosoma­

polipéptido-SRP es transportado hacia la membrana del RE, donde SRP se une con el 

receptor SRPR. Al momento de la interacción, moléculas de OTP se unen tanto al SRP como 

al SRPR, provocando un cambio conformacional. Esto ocasiona que la secuencia señal se 

separe del SRP y continúe la elongación. Enseguida sucede la hidrólisis del OTP, 

permitiendo la disociación y el reciclado del SRP. Por otro lado, el polipéptido naciente 

liberado se inserta en la membrana, mediante la unión de su secuencia señal con una proteína 

llamada peptidasa de señal (PS); simultáneamente, el complejo ribosoma-polipéptido 

naciente se une a componentes del canal de translocación de proteínas (Figura 4) [Walter y 

Johnson, 1994; Stroud y Walter, 1999]. Este canal proveé un ambiente acuoso a través del 

cual el polipéptido naciente puede ser translocado [Crowley el al., 1994]. Estudios realizados 

con miciosomas de mamífero y de levadüra, han pennitidü ideniilit..:ar ai menos tres 

componentes de la maquinaria de translocación: el complejo Sec61, la proteína de membrana 
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TRAM Y el receptor de SRP [Corsi y 

Schekman, 1996; Sakaguchi, 1997; Kalies y 

Hartmann, 1998]. 

Experimentos recientes, en modelos 

in vitro, usando el complejo SRP de 

mamífero y membranas microsomales 

rugosas, demostraron que la interacción del 

SRP con el péptido señal está regulada por 

el complejo de unión al polipéptido 

naciente, o NAC. En ausencia de NAC, 

polipéptidos sin secuencia señal pueden ser 

translocados a través de la membrana. De tal 

manera que, NAC es un complejo que 

previene la translocación inespecífica de 

proteínas carentes de señal [Sakaguchi, 

1997; Stroud y Walter, 1999]. 

Reg/llGCI6n ~ 
la tnIdIi'cclólI 

\ 

"' 

Figura 5. Ilustración del complejo SRP de 
mamífero. Se indican los componentes y los 
dominios funcionales del complejo. 

2.2.3. Partícula de reconocimiento de la secuencia señal 

El mecanismo de transporte y translocación, dependiente de SRP, está altamente 

conservado en todos los organismos. Tal conservación sugiere que la ruta para la secreción 

de proteínas tiene un origen evolutivo antiguo. Hasta la fecha, se han reportado homólogos 

de proteínas SRP en varias especies de los tres reinos [Gorodkin el. al., 2001]. SRP puede ser 

tan complejo, como en células de mamífero, donde consta de seis polipéptidos y una 

molécula de RNA; o tan simple, como en bacterias, donde sólo existe una molécula de 48 

kDa (denominada FFH) unido a una molécula de RNA [Stroud y Walter, 1999]. 

En mamíferos, el SRP es un complejo ribonucleoproteico citoplasmático ubicuo que 

participa en la conducción de proteínas hacia la maquinaria de translocación en la membrana 

del RE. Este complejo consiste de una molécula de RNA 7S y seis polipéptidos de 9,14,19, 

54,68 Y 72 kDa, respectivamente [Althoff el al., 1994; Luirink y Dobberstein, 1994]. La 

función del RNA 7S es actuar como el soporte al cual las proteínas SRP se unen. Cada una 

de las proteínas interacciona individualmente, como monómero o dímero, con la molécula de 

RNA [Andreazzoli y Gerbi, 1991]. 

El complejo SRP participa en tres distintas actividades funcionales: reconocimiento 

de la secuencia señal, regulación de la elongación, y promoción de la translocación (Figura 5) 

[Siegd y WalteI', 1988]. Estas actividades están cüntenidas en tfeS donlinios difeI't:nlt!s ud 
complejo: el heterodímero SRP91l4 participa en la detención de la elongación [Bovia el al., 
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1994]; el heterodímero SRP68172 es 

necesario para la interacción del SRP con su 

receptor [Lütcke el al., 1993]. La subunidad 

SRP19 es la única proteína capaz de unirse 

al RN A 7S, independientemente de las otras 

proteínas. La unión de SRP 19 induce un 

cambio conformacional en el RNA 7S, 

necesario para que la subunidad SRP54 se 

una al complejo [Zwieb, 1994]. La 

subunidad SRP54 interacciona directamente 

con la secuencia señal, tan pronto como ésta 

emerge del ribo soma [Bernstein el al., 

1989]. 

2.3. Subunidad de 54 kDa del complejo 

SRP (SRP54) 

La proteína SRP54, o FFH en 

bacterias, es un componente importante en 

el mecanismo de reconocimiento de la 

secuencia señal. Esta proteína consiste de 

por lo menos dos dominios funcionales: el 

dominio G, que consta de la secuencia 

amino terminal seguida de una secuencia 

que contiene los motivos de unión a GTP; y 

el dominio M, rico en metionina, el cual se 

encarga de la unión tanto con la molécula 

RNA 7S como con la secuencia señal 

(Figura 6) [Bemstein, 1998]. 

Durante mucho tiempo, se ha 

especulado acerca del mecanismo de 

reconocimiento del péptido señal por el 

SRP. La determinación de la estructuras 

cristalográficas de la proteína FFH de 

Thermus aqualicus y del dominio M de la 
.' .-.nnr A 1 1 1 •• " 1 prOtelna ~Kr.J'f ut:: numanu, nan l:OntflOUlUO 

de manera significativa a la elucidación del 

Figura 6. Modelo cristalográfico de la 
proteína FFH de T. aquaticus. Sobre­
posición de las representaciones en listones 
y superficie. La división entre los dominios G 
y M se identifica con puntas de flecha. 

Figura 7. Modelo de superficie del dominio 
M de la proteína FFH de T. aauaticus. Los 
aminoácidos hidrofóbicos del surco se 
indican en color claro. 
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Figura 8. Modelo cristalográfico del dominio M de la proteína SRP54 de humano. En la 
representación de listones, se muestra el surco hidrofóbico, las a-hélices (H), y los extremos 
amino (N) y carboxilo (C). En la representación de superficie, los aminoácidos que contribuyen al 
carácter hidrofóbico del surco de muestras en color claro. 

mecanismo de reconocimiento del péptido señal [Keenan et al., 1998; Clemons et al., 1999]. 

La característica más importante del dominio M de la proteína TaFFH, es la presencia de un 

surco formado por tres a-hélices y una horquilla flexible denominado finger loop. El surco 

está formado casi completamente por residuos hidrofóbicos y es suficientemente grande para 

permitir la unión de los péptidos señal (Figura 7). Por otro lado, la resolución de la estructura 

del dominio M de la proteína HsSRP54 ha revelado similitudes y algunas diferencias con el 

homólogo de T. aqualicus. Ambas estructuras poseen un surco hidrofóbico, propuesto como 

el sitio de unión con el péptido señal. Sin embargo, la comparación de las estructuras 

monoméricas, en modelos digitalizados, muestran que el surco de TaFFH es corto y se une a 

un horquilla; mientras que en HsSRP54M, el surco es largo y profundo, con capacidad de 

unirse a una estructura a-hélice, conformación que usualmente adoptan los péptidos señal 

[Clemons el al., 1999]. 

La estructura cristalográfica de la proteína HsSRP54M consiste de siete a-hélices 

(Figura 8). Las a-hélices 2, 3, 4 Y una horquilla de 17 aminoácidos, localizado entre las 

hélices 2 y 3, forman el surco hidrofóbico, La estructura principal de éste, se caracteriza por 

la presencia de varios residuos hidrofóbicos, como Met, lle, Pro, Gly y Phe. En la estructura 

cristalográfica, el surco hidrofóbico está ocupado por la a-hélice 1 de una molécula vecina, 

sugiriendo que el surco es el sitio de reconocimiento del péptido señal [Clemons el al., 1999J. 

A pesar del alto contenido de metioninas en el dominio M, la posición de estos 

residuos no está estrictamente conservada. A partir de la predicción de estructura secundaria, 

10 



• • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 

se sugirió que las metioninas formaban parte de varias a-hélices anfipáticas arregladas 

estructuralmente formando una bolsa hidrofóbica [Bernstein el al., 1989]. Esta hipótesis ha 

sido cuestionada recientemente. En un análisis comparativo de secuencias SRP54, seguido de 

una predicción de estructura secundaria más estricta, se observó que las metioninas se 

localizan en agrupamientos muy cercanos a los extremos de las a-hélices o en horquillas 

[Gowda el al., 1998]. Los modelos cristalográficos apoyan las observaciones anteriores: en la 

estructura de la proteína TaFFH, sólo tres de los 21 residuos comprometidos en el surco 

hidrofóbico son metioninas; por otro lado, cuatro de las 9 metioninas que contríbuyen al 

carácter hidrofóbico del surco de la estructura HsSRP54M, están localizadas en horquillas 

[Clemons el al., 1999]. Considerando lo anterior, la función de las metioninas radica sólo en 

la contribución al carácter hidrofóbico del surco de reconocimiento del péptido señal, 

debilitando la hipótesis de las a-hélices ricas en metioninas. 

2.4. Entamoeba histolytica como modelo de estudio 

Varias son las especies del género Enlamoeha 

que infectan al intestino del hombre (Tabla 1). De 

éstas, sólo E. hislolytica es considerada como 

patógena [Martínez-Palomoy Espinoza-Castellano, 

1998]. El padecimiento desarrollado por individuos 

infectados con este parásito se denomina amibiasis 

Tabla 1. Especies de Entamoeba 
que infectan al intestino del 
hombre [Martínez·Palomo, 1998] 

• E. histolytica 
• E. dispar 
• E. coli 
• E. hartmanni 

[WHO, 1997]. En todo el mundo, se estiman alrededor de 50 millones de casos de amibiasis, 

ocasionando más de 40,000 muertes por año [Walsh, 1986]. En México, al menos un millon 

de casos de amibiasis y más de 1000 muertes son reportadas anualmente [Caballero-Salcedo 

el al., 1994]. Los índices de mortalidad colocan a la amibiasis como la tercer causa de muerte 

por parasitosis en todo el mundo, después de la malaria y la esquistosomiasis [WHO, 1997; 

Petri el al., 2000]. 

2.4.1. Biología y ciclo de vida 

E. hislolylica es un parásito cosmopolita de distribución mundial. Sin embargo, su 

incidencia aumenta en climas templados, así como en lugares donde las condiciones de salud 

e higiene son precarias [Martínez-Palomo y Espinoza-Castellano, 1988]. 

A pesar de que el hombre es el único y definitivo hospedante, el ciclo de vida de E. 

histolylica no ha sido estudiado en humanos [Martínez-Palomo, 1993]. La mejor descripción 

del cicÍo está basada en estudios realizados en mono [lJobell, 1 nll j, la cual ha sido 

extrapolada a humanos (Figura 9). Dos estadios morfológicamente distinguibles han sido 
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identificados, el quiste (fonna infectiva) y el 

trofozoito (forma invasiva). La infección 

amibiana es adquirida mediante la ingestión 

de quistes maduros, a través de alimentos o 

bebidas contaminadas. La pared del quiste se 

debilita al pasar por el estómago y en el 

intestino delgado sufre un desenquistamiento, 

dando origen a un trofozoito tetranucleado. 

En este estadio, la amiba lleva a cabo otro 

ciclo de replicación nuclear seguido de tres 

ciclos de división celular, dando origen a 

ocho trofozoitos mononucleados, potencial­

mente invasivos. Estos, colonizan el intestino 

grueso y, ocasionalmente, penetran la mucosa 

intestinal e invaden otros órganos (p.e. 

hígado, pulmón, cerebro). El trofozoito 

mononucleado es amorfo y mide de 20-40 ~m 

de diámetro. Como proceso alternativo de la 

división celular, el trofozoito puede 
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Figura 9. Ciclo de vida de E. histolytica. 

enquistarse. Los factores que inducen el enquistamiento son desconocidos. El enquistamiento 

inicia con la aparición de cuerpos cromatoides en el citoplasma del trofozoito y la biosíntesis 

de una pared quitinosa. La maduración del quiste involucra dos ciclos de replicación nuclear 

sin división celular. Los quistes son excretados en heces y pueden ser infectivos hasta por 

varios meses. Quistes de 1, 2 y 4 núcleos pueden ser identificados en muestras fecales de 

individuos infectados. El quiste es redondo, mide de 8-20 ~m de diámetro y contiene 4 

núcleos cuando está maduro. 

2.4.2. Morfología y organización estructural 

El trofozoito de E. histolytica es bastante pleomórfico, logrando diámetros de hasta 

60 ~m, con contínuos movimientos citoplasmáticos y de superficie, observándose 

pseudópodos, uroide y ocasionalmente filopodia. Además, suficiente actividad endocítica es 

reflejada a través de la gran variedad de hendiduras fagocíticas-pinocíticas y su alto 

contenido vesicular. E. histolytica es un eucariote unicelular estructuralmente simple, con 

una organización citoplasmática poco sofisticada. El trofozoito está caracterizado por un 

citocsqüeleto poco estrLlcturado, aüsencÍa de ürganelos diferenciados (con¡o rnitocondda y 
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peroxisomas) y un sistema 

endomembranoso (equivalente al 

retículo endoplásmico y aparato de 

Golgi) poco desarrollado (Figura 10) 

[Martínez· Palomo, 1993]. 

2.4.3. Organización genética 

Existen estudios genéticos 

que indican que la cromatina de E. 

histolytica está organizada en 

partículas parecidas a nucleosomas 

[Torres-Guerrero et al., 1991]. El 

Figura 10. Microscopía electrónica de un trofozoilo 
de E. histolytica (X2,500) [Martínez·Palomo, 1986]. 

tamaño del genoma se calcula entre 2.2 y 3.7 X 108 kb [Bhattacharya et al., 2000]. El DNA 

genómico está organizado en 11-20 cromosomas de tamaños entre 0.3 y 3.0 Mb [Valdés et 

al., 1990]. El contenido de G+C en el genoma amibiano es de 22 %. En secuencias 

codificantes, el contenido de G+C es de 33%, con una preferencia NT en la tercera posición 

de 82% [Tannich y Horstmann, 1992]. Los genes aparentemente están cercanos a otras 

secuencias codificantes, ya que los espacios intergénicos no exceden de 1.4 Kb [Petter et al., 

1992]. Las regiones 5' Y 3' no codificantes de los RNA mensajeros son relativamente cortas 

[Bruchhaus et al., 1993]. Los RNA ribosomales están codificados en secuencias 

extracromosomales circulares de 24.5 Kb, de las cuales existen aproximadamente 200 copias 

por célula y las evidencias sugieren que estas moléculas se replican de manera autónoma 

[Bhattacharya et al., 1989; Hubber et al., 1989]. 

2.4,4. Particularidades de eucariote atípico 

E. histolytica ha sido considerada como una divergencia temprana de eucariota ya 

que, aunque presenta un núcleo, carece de algunos organelos típicos de células eucariotas 

(p,e, mitocondria) y presenta un metabolismo poco común, Sin embargo, los árboles 

filo genéticos basados en el RNA ribosomal colocan a E. histolytica dentro de una 

ramificación más reciente [Cavalier-Smith, 1993]. Esta última postura ha sido apoyada por 

estudios en los que se han identificado proteínas de E. histolytica, tales como piridín 

nucleótido transhidrogenasa (PNT) [Clark et al., 1995], chaperonina 60 mitocondrial (cpn60) 

[Tovar et al., 1999], y HSP70 mitocondrial [Bakatselou et a/., 2000], que usualmente están 

localizauas en la nIitu¡,;úudria de útt'as células eucadütas, aportando evidencia dhe"::la de una 
pérdida secundaria de este organelo. Estos últimos datos apuntan hacia la hipótesis de 
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algunos investigadores, que consideran que las características de E. histolylica como célula 

eucariota atípica son el producto de la evolución de este protozoario hacia el parasitismo 

entérico y la anaerobiosis, y no debido a una ausencia de algunos organelos. 

2.4.5. Patogenicidad y factores de virulencia 

En humanos, los trofozoitos de E. histolytica pueden invadir el epitelio del colon y 

producir úlceras y disentería. Este proceso invasivo puede avanzar progresivamente y 

conducir a una amibiasis extraintestinal. En otras palabras, E. histolytica es un parásito de 

características patógenas que exhibe un amplio rango de virulencia. La invasión parasitaria es 

un proceso activo, mediado por trofozoitos, del cual se pueden distinguir varias etapas: (1) 

adhesión a la mucosa intestinal; (2) muerte celular mediada por contacto y actividad 

enzimática; (3) disrupción de la pared intestinal; y (4) transporte a través del sistema vascular 

[Das et al., 1999; Espinoza-Castellano y Martínez-Palomo, 2000]. La Tabla 2 enlista algunos 

de los factores que participan en la adherencia, citotoxicidad y lesión de tejidos, importantes 

para la patogenia y virulencia de E. histolytica. 

Factores de adherencia. La adhesión del parásito depende primordialmente de la 

unión de su lectina de 170 kDa a residuos de galactosa, o N-acetil-galactosamina, presentes 

en glicoproteínas de la célula blanco [Petri et al., 1989]. Otras moléculas involucradas en este 

proceso son una lectina de 220 kDa [Rosales-Encina et al., 1989], una adhesina de 112 kDa 

[Arroyo et al., 1987] Y un fosfolipoglicano de superficie [Stanley et al., 1992]. 

Actividad enzimática y citólisis. Una vez que E. histolytica ha establecido contacto 

con la célula blanco, inmediatamente 

suceden una serie de eventos citolíticos 

derivados de su actividad enzimática 

[Gitler y Mirelman, 1986]. Varias 

actividades enzimáticas han sido 

identificadas en este parásito: cisteín 

proteasas [Perez-Montfort et al., 1987], 

colagenasa [Muñoz et al., 1984], 

fosfolipasa A [Ravdin et al., 1985] y 

péptidos formadores de poro o 

amibaporos [Leippe et al., 1991]. A pesar 

de que la actividad citolítica del 

amibaporo no ha sido comprobada, y que 

la participación de las diferenies proieasas 

durante las infecciones in vivo está por ser 

Tabla 2. Factores de virulencia de E. 
histolytica [Das, 1999; Espinoza­
Castellano, 2000]. 

Adherencia a células del blanco 

• Lectina de 170 kDa de unión a GaI/NAc­
Gal 
• Otras moléculas de adhesión como la 
lectina 220 kDa, la adesina de 112 kDa y 
un fosfolipoglicano 

Citólisis dependiente de contacto 

• Amibaporo 
• Cistein-proteasas 
• Co!agenasa 
• Fosfolipasa A 
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demostrada, E. hislolylica cuenta con la maquinaria molecular necesaria para degradar la 

mucosa del colon, durante la amibiasis intestinal [Espinoza-CastelIanos y Martínez-Palomo, 

2000]. 

2.4.6. Compartamentalización y marcadores moleculares de tráfico intracelular 

Además de las evidencias moleculares de la presencia de un compartimiento 
subcelular equivalente a la mitocondria, denominado cryplon o mitosoma, existen estudios 

citoquímicos y bioquímicos que sugieren la presencia de equivalentes funcionales al retículo 

endoplásmico y aparato de Golgi (Tabla 4). Por otro lado, han sido clonados varios genes que 

codifican para proteínas homólogas a componentes moleculares del tráfico intracelular en 

otros eucariotas: SRP54, componente del complejo SRP que participa en el mecanismo de 

reconocimiento de la secuencia señal [Ramos el al., 1997b]; BlP, proteína residente del RE 

que funciona como chaperona durante el plegamiento de polipéptidos nacientes [Gosh el al., 

1999]; POI, enzima encargada en la formación de puentes di sulfuro [Ramos el al., 2000]; 

STT3, componente del complejo oligosacariltransferasa que participa en N-glicosilación 

[Gutiérrez el al., 2000]; Sec61, componente del canal de translocación de proteínas a través 

de la membrana del RE [Sanchez-Lopez el al., 2000]; ERD2, receptor de cis-Golgi que 
participa en el transporte retrógrado de proteínas residentes del RE [Sanchez-Lopez el al., 

1998]; Rab7, Rabll, RabA [Temesvari el al., 1999], RabB [Rodríguez el al., 2000], Rab5 

[Saito-Nakano el al., 2000], y Rab8 [Juárez el al., 2000], GTPasas de bajo peso molecular 

involucradas en el tráfico vesicular. Afortunadamente, el proyecto de secuenciación del 

genoma de E. hislolylica ha sido iniciado, por lo que la lista de homólogos disponibles para 

experimentación genética, bioquímica y celular aumentará; de tal manera que, las 

características moleculares y celulares de E. hislolylica, incluyendo la 

compartamentalización, podrán ser estudiadas con mayor profundidad. 

Tabla 3. Avances en el estudio de la compartamentalización de E. histolytica 

• Citoquímica de aparato de Golgi y retículoendoplásmico 
con DiOC6 y C6·NBD-ceramida 

• Estudios de actividades bioquímicas de N-glicosilación: 
GPT (N-acetil-glucosamina-1 P-transferasa) 
y GT (N-acetil-glucosamina-transferasa) 
y DPMS (dolicol fosfato manosa sintasa) 

• Caractp.rizar:ión de vesículas de endocitosis 
y secreción. Localización intracelular de Rab's 

Mazzuco et al., 1997 

Vargas-Rodríguez et al., 1998 
Villagomez-Castro et al., 1998 

Gosh et al., 1999; 
Temesvari et al., 1999 
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3. OBJETIVOS 

Objetivo general 

Identificar, clonar y caracterizar el gen que codifica para la proteína SRP54 de 

Entamoeba hislolytica y determinar su distribución intracelular en el estadio de trofozoíto. 

Objetivos específicos 

(1) Aislar el gen que codifica para la proteína SRP54 de E. histolylica. 

(2) Determinar la secuencia nucleotídica, y polipeptídica deducida, del gen EhSRP54. 

(3) Determinar el número de copias del gen SRP54 presentes en el genoma de E. hislolytica. 

(4) Determinar el tamaño del transcrito y de las regiones no traducidas de EhSRP54. 

(5) Expresar la proteína EhSRP54 recombinante en E. coli y purificarla a partir de lisados 

bacterianos. 

(6) Producir anticuerpos policlonales anti-EhSRP54 e inmunopurificarlos usando a la 

proteína recombinante como inmunoadsorbente. 

(7) Identificar la proteína SRP54 en lisados totales de E. histolylica. 

(8) Determinar la localización intracelular de la proteína SRP54 en trofozoítos de E. 

histolytica. 
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4. MATERIALES Y METODOS 

4.1. Células 

Las cepas XL I-Blue (Stratagene) y DHSa (Gibco BRL) fueron utilizadas 

rutinariamente para técnicas de biología molecular. Para la infección con bacteriófago t.. se 

usó la cepa XLI-Blue F' (células que expresan el pili F' Y el receptor lamB), La cepa MIS 

(QIAGEN) fue utilizada para la expresión de proteínas recombinantes. 

Las bacterias competentes tanto para transformación por choque térmico como para 

infección con bacteriófago A fueron preparadas de acuerdo a protocolos estándar de 

laboratorio [Sambrook et al., 1989], Los cultivos bacterianos fueron preparados utilizando el 
medio Luria-Bertani, 

Los trofozoitos de la cepa HK9 de E. histolytica fueron cultivados axénicamente a 

3TC en medio TYI-S-33 [Diamond el al., 1978]. Cultivos de 200 mL fueron utilizados para 

la purificación de ácidos nucléicos; mientras que, para la preparación de lisados proteicos 

totales e inmunofluorescencia se utílizaron cultivos de 10 mL. Los trofozoitos en fase 

logarítmica de crecimiento (48 h) fueron cosechados mediante centrifugación a SOO Xg 
durante 10 min a 4"C, 

4.2. Radiomarcaje de la sonda 

Un fragmento de 440 pb, específico para el gen SRPS4 de E. histolylica, fue 

amplificado mediante PCR usando los oligonucleótidos SP6 y T7 Y el plásmido pGEM-

4Z/SRPS4 como molde, Se preparó un mezcla conteniendo 10 ng de DNA plasmídico, 4 11M 

de oligonucleótido SP6 [S' - GGA TTT AGG TGA CAC TAT AG -3 o], 4 11M de 

oligonucleótido T7 [5'- TAA T AC GAC TCA CTA T AG GG -3'), 10 mM Tris-HCl (pH 

8,8S), 2S mM KC1, S mM (NH4)2S04, 2 mM MgS04, 200 ¡.tM de deoxinucleótidos y 2.S U 

de Taq DNA polymerasa (Boehringer-Mannheim) en un volumen final de SO ¡.tL. La 

amplificación se realizó mediante 30 ciclos [I min a 94°C, I min a 42°C, I min a n°C] y I 

ciclo [7 min a n°C], 
El producto amplificado fue analizado mediante electroforesis en gel de 1% agarosa -

O,S ¡.tg/mL EtBr y purificado a partir de agarosa usando el estuche comercial Gene Clean® 

(BIO 101), SO ng del producto de PCR purificado fueron radiomarcados usando [a)2p]_ 

dCTP (Amersham International) y el estuche comercial Random Priming Exlension® (New 

England Nuclear) siguiendo el protocolo proporcionado por el proveedor. 
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4.3. Tamizado del banco genómico 

El banco genómico de E. histolylica HMI :IMSS (AZAP-EhONA) fue construido y 

proporcionado por el Or. Ruy Pérez-Monfort (Instituto de Fisiología Celular, UNAM) 

[Saavedra-Lira y Pérez-Monfort, 1994]. Brevemente, el ONA genómico de E. histolytica fue 

digerido con la endonucleasa EcoRI, purificado y ligado a los brazos del bacteriofago A (que 

contiene los adaptadores EcoRI). Los bacteriófagos recombinates fueron empaquetados y 

amplificados siguiendo los protocolos proporcionados por el proveedor (Stratagene). 
Se analizaron l x ]05 unidades formadoras de placas (ufp) mediante la técnica de 

hibridación en placa de lisis [Sambrook et al., 1989; ]. El tapete de placas líticas fue 

preparado infectando 600 IlL de E. coli XLI-Blue F' (A600 de 0.6 - 0.8) con 2 x 104 ufp 

durante 15 min a 3TC. Las células infectadas fueron crecidas, en cajas Petri con medio NZY, 

durante la noche a 3TC. Las placas de lisis, generadas en 5 cajas, fueron transferidas a 

membranas de Nitrocelulosa S&S NC® (Schleicher & Schuell) durante 2 min y 4 min 

(duplicado). Las membranas fueron tratadas durante 2 min en solución de desnaturalización 

[1.5 M NaCI; 0.5 M NaOH], seguidos de 5 min en solución de neutralización [1.5 M NaCI; 

0.5 M Tris-HCI (pH 8.0)] Y durante 30 segundos en solución de lavado [0.2 M Tris-HCI (pH 

7.5); 2X SSC]. Finalmente, las placas de lisis fueron fijadas durante 2 h a 80°C y 15 mmHg. 

Las membranas fueron incubadas durante 16 h a 42°C en 50 mL de solución de 

hibridación [50% fonnamida; IX Oenhardl's; 5X SSC; 25 mM NaH2P04 (pH 6.5); 1% SOS] 

conteniendo 2.5 x 107 cpm de la sonda radioactiva y 100 Ilg/mL de ONA de esperma de 

salmón. Posterionnente, fueron lavadas en serie durante 20 min con las soluciones: 2X SET 

[50 mM NaC1; 3 mM Tris-HCI (pH 7.4); 0.2 mM EOTA] a temperatura ambiente; 2X SETS 

[2X SET; 0.1 % SOS] a 42°C; 2X SETS a 55°C; y 2X SET a temperatura ambiente. Las 

membranas fueron expuestas en pantallas de Phosphorimager® (Molecular Oynamics) y 

reveladas después de 4 días, siguiendo las instrucciones del fabricante. 

Las placas de lisis con alta señal de hibridación (o clonas positivas) fueron 

seleccionadas de la caja Petri original y resuspendidas en 1 mL de solución SM [100 mM 

NaC1; lO mM MgS04; 0.01% gelatina; 50 mM Tris-HCl (pH 7.5)]. Las clonas positivas 
fueron aisladas y purificadas mediante dos rondas de infección-transferencia-hibridación, 

lográndose obtener clonas puras. Estas fueron tituladas y almacenadas en solución SM a 4°C. 

La clona purificada denominada AZAP/22-l fue seleccionada, por su alta señal de 

hibridación, para aislar el gen SRP54 de E. hislolytica. 

4.4. Clonación de la secuencia genómica 

El inserto de clona positiva AZAPI22-1 fue amplificado por PCR largo, usando la 

mezcia enzimática eLUNUasa® (Gibco BRL). Una mezcla conteniendo 200 IlM de 

deoxinucleótidos, 450 nM de los oligonucleótidos KS (5'- CGA GGT CGA CGG TAT CG-
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3') y SK (S'- GCT CTA GAA CTA GTG GAT C -3'), 60 mM Tris-S04 (pH 9,1),18 mM 

(NH4)2S04, 1.6 mM MgS04, 2,S x 107 ufp y 2 U de eLONGasa, fue preparada en un 

volumen final de SO J.!L. La amplificación fue realizada en un termociclador Roboey/er® 

(Stratagene) utilizando las siguientes condiciones: I ciclo [2 min a 94'C], 30 ciclos [30 seg a 

94 'C; 30 seg a 4S'C; 6 min a 68'C] y, I ciclo [7 min a 68'C], El producto obtenido fue 

analizado mediante electroforesis en gel de 0,8% agarosa - O.S J.!g/mL EtBr. El inserto 

observado fue de 7 kb de largo (denominado 22-1), 

Para reducir el tamaño de la secuencia que contenía al gen EhSRPS4, el inserto 22-1 

fue digerido con las endonucleasas AecI, BamHI, C/al y Ps/I (Boehringer-Mannheim). Los 

fragmentos obtenidos fueron separados mediante electroforesis en gel de 1 % agarosa - O,S 

J.!g/mL EtBr y, posteriormente, transferidos a una membana de Nylon Hybon N+ (Amersham 

Intemational), La membrana fue incubada con la sonda radioactiva de 440 pb siguiendo el 

protocolo estándar de hibridación tipo Southem [Sambrook, 1989]. Un fragmento de 2.3 kb, 

producto de la digestión con C/al, fue identificado, A partir de una digestión preparativa, el 

fragmento de 2.3 kb fue purificado a partir de agarosa usando el estuche comercial Gene 

C/ean® (BIO 101), Este fragmento fue subclonado mediante ligación en el sitio C/al del 

vector pBluescript SK- (Stratagene) usando la enzima T4 DNA ligasa (Boehringer­

Mannheim), obteniéndose el plásmido pBEhSRPS4, Todo el inserto 22-1 fue subclonado y 

analizado en otro proyecto del laboratorio. 

4,5, Secuenciación de DNA 

Los fragmentos de DNA genómico de E. histo/yliea fueron secuenciados mediante el 

método de dideoxinucleótidos terminadores de la síntesis de cadena [Sanger el a/., 1977]. 

Los estuches comerciales fmo¡® (Promega Corp,) o ThermoSequenasa® (Amersham 

Intemational) fueron utilizados rutinariamente para la secuenciación de DNA. Los plásmidos 

que portan los fragmentos de DNA amibiano fueron purificados por el método de lisis 

alcalina [Bimboim el a/., 1983]. Las reacciones se realizaron siguiendo los protocolos 

recomendados por los proveedores. Ambas cadenas del DNA fueron obtenidas mediante la 

estrategia de caminado sobre secuencia o "primer wa/king" utilizando oligonucleótidos 

sintéticos (Operon Technologies, Inc,; Bio-Synthesis, Inc,; Unidad de Síntesis de 

Oligonucleótidos / IBT-UNAM) (Tabla S). 

4,6, Análisis de secuencia y homología 

La secuencia nucleotídica fue analizada usando los programas Sequeneing Projeel y 

DNA Alignmenl del paquete GeneWorks® 2.5.1 (lntelligenetics, Inc,) para Mac y el programa 

CODOiVPREFEREl'¡CE del paquete GCG (WisconsiIl) para Unix. Lüs o1iguIluci~ótidos 
sintéticos fueron diseñados con ayuda del programa OLIGO® 4,03 (National Biosciences, 
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Tabla 4. Oligonucleótidos sintéticos utilizados durante la secuenciación de EhSRP54 

Nomenclatura 

FW 
KS 
RV 
SK 
SRP_3'LW 
SRP_3'LW2 
SRP_3'UP 
SRP_3'UP2 
SRP54.3PR 
SRP54.PREX 
SRPL 118 
SRPL212b 
SRPU270 
T7 

Secuencia (5' - 3') 

CGC CAG GGT TTT CCC AGT CAC GAC 
CGA GGT CGA CGG TAT CG 
AGC GGA TAA CAA TTT CAC ACA GGA 
GCT CTA GAA CTA GTG GAT C 
TTC TCT TAT ATC TCT ACC AC 
TCT CTT ACT GTT AAT GTA CC 
GGG AGA TTT AAA AGG CA T AG 
ACA GAT AGA GAA TTA GAT GG 
CAA AGA ATG CTT CCT AAA GG 
CGT ATT AAT AAC TTC TTC ATC TAC AAC 
CTA GCA ACT TTT ACT GG 
TAT ATC ATT TTT TTC CTT TC 
TTT TGT AAT GGA TGG AG 
GTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG C 

Localización 

MCS pBluescript SK­
MCS pBluescript SK­
MCS pBluescript SK­
MCS pBluescript SK-
1248-1267 EhSRP54 
1010-1029 EhSRP54 
925-944 EhSRP54 
1172-1191 EhSRP54 
1394-1413 EhSRP54 
98-124 EhSRP54 
536-552 EhSRP54 
573-592 EhSRP54 
688-704 EhSRP54 
MCS pBluescript SK-

Jnc.) para Mac. Las construcciones in silico de los plásmidos fueron realizados usando el 

programa Gene Construction Kit® 1.03.1 (Textco, Jnc.) para Mac. La secuencia nucleotídica 

fue traducida usando el programa Translate del paquete Gene Works® 2.5.1 y la secuencia 

polipeptídica deducida fue analizada mediante los programas de la sección Proteomics tools 

del servidor ExPASy (Expert Proteín Analysís System, www.expasy.ch). 

La búsqueda de homologías en bases de datos se realizó usando el programa BLAST 

[Altschul et al., 1990] en el servidor NCBJ (National Center lar Bíotechnology Informatíon, 

www.ncbi.nlm.nih.gov). Las comparaciones de secuencias polipeptídicas en pares se llevo a 

cabo usando el programa Proteín Alignment del paquete GENEWORKS® 2.5.1. y/o el 

programa BLAST2 [Tatusova et al., 1999] en el servidor NCBI. Todas las búsquedas y 

comparaciones fueron realizadas utilizando los valores preestablecidos de inserción. La 

matríz de identidades/similitudes fue obtenida usando el programa ClustalX 1.81 [Thompson 

et al., 1997] para Mac y visualizada con el programa MacBoxshade 2.15 [dominio público]. 

4.7. Southern blot 

El DNA genómico fue aislado y purificado a partir de un paquete celular proveniente 

de 8 botellas de cultivo (aproximadamente 8 x \07 trofozoitos). El paquete se resuspendió y 

fue lisado con Triton X- \00 (BIORAD) en 7.5 mL de solución de cloruro de litio [2.5 M 

LiCl; 50 mM Tris-HCl (pH 7.5); 62.5 mM EDTA (pH 8.0); 4% Tritón X-lOO]. Los ácidos 

nucléicos fueron aislados mediante una extracción con 7.5 mL de fenol-cloroformo (1: 1) 

seguida de una extracción con 7.5 mL de cloroformo-alcohol isoamílico (24:1). La fase 

acuosa de la última extracción fue mezclada con 15 mL de etanol absoluto frío y los ácidos 

nucléicos fueron precipitados mediante centrifugación a 11,500 Xg durante 20 mino La 
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pastilla de ONA fue lavada con 10 mL de 70% etanol y resuspendida en I mL de TE. Para 

eliminar el RNA, la solución fue tratada durante I h con 100 J.lg de ribonucleasa A (Sigma 

Chemicals). El ONA genómico fue purificado en gradiente de cloruro de cesio mediante 

ultracentrifugación a 100,000 rpm durante 9 h a 22°C. La extracción se realizó siguiendo un 

protocolo estándar de laboratorio [Sambrook el al., 1989]. La integridad del ONA fue 

analizada mediante electroforesis en gel de 1% agarosa - 0.5 J.lg/mL Et Br y se determinó su 

concentración por un método fluorométrico utilizando YOPRO-I (Molecular Probes). 
Porciones de 4 J.lg de ONA genómico fueron digeridos con las endonucleasasa Aecl, 

EeoRI, Hindlll y Sma[ (Boehringer-Mannheim) durante la noche a temperaturas de digestión 

óptimas. Los fragmentos de ONA fueron separados en gel de agarosa al 1.2% - 0.5 J.lg/mL 

EtBr. Previo a la transferencia, el ONA fue depurinado durante 20 min en 0.25 M HCI y 

desnaturalizado en 0.4 M NaOH durante 30 mino Los fragmentos de ONA fueron transferidos 

durante la noche a una membrana de Nylon Hybond N+ (Amersham Intemational) utilizando 

como solución de transferencia 0.4 M NaOH. El sistema de transferencia fue montado de 

acuerdo a protocolos estándar de laboratorio [Sambrook el al., 1989]. La membrana fue 

lavada durante 10 min con solución de neutralización [0.2 M Tris-HCI pH 7.5-8.0; O.IX 

SSC; 0.5% SOS]. El ONA fue fijado a la membrana utilizando un ciclo estándar de 

Stratalinker® (Stratagene). La membrana fue incubada durante la noche a 42T en 15 mL de 

solución de hibridación [50% formamida; 5X Oendhart's; 5X SSC; 0.2% SOS; 50 mM 

NaH2P04 (pH 6.5)] conteniendo 1.5 x 107 cpm de la sonda de 440 pb radioactiva y 100 

J.lg/mL de ONA de esperma de salmón. Posteriormente, la membrana fue lavada en cuatro 

ocasiones con solución de baja astringencia [2X SSC; 0.1 % SOS] durante 5 min a 

temperatura ambiente; seguida de 2 lavados en solución de alta astringencia [0.1 X SSC; 

0.1 % SOS] durante 30 min a 55°C. Finalmente, la membrana fue expuesta en un estuche de 

autoradiografía con una película X-OMAT® (Kodak) a -70°C durante 96 h. La película fue 

revelada usando los reactivos y el protocolo sugeridos por el proveedor. 

4.8. Northern blot 

El RNA total fue aislado y purificado a partir del paquete celular proveniente de 8 

botellas de cultivo (aproximadamente 80 x 106 trofozoitos). El paquete se resuspendió en 10 

mL de TRlzol® (Gibco BRL) y la lisis se realizó mediante agitación en vórlex durante 1 mino 

El lisado se mantuvo a 4°C durante la noche. El RNA fue extraído usando 10 mL de 

clorofonno y centrifugado a 12,000 Xg durante 10 min a 4°C, seguido de una precipitación 

alcohólica, usando un volumen de isopropanol, mediante centrifugación a 12,000 Xg durante 

10 min a 4°C. La pastilla de RNA fue lavada con 10 mL de 75% etanol y resuspendida en 2 

mL de 0.1 % dietilpirocarbonato. La integridad del RNA fue analizada en gel de 1.2% 

agarosa - 2.2 M formaldehído y teñido en una solución 0.5 J.lg/mL de EtBr. La concentración 
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fue determinada mediante A260. El RNA poliadenilado fue purificado mediante cromatografia 

de afinidad usando oligo-(dT)-celulosa (Sigma Chemicals). La columna de afinidad fue 

preparada re suspendiendo 0.5 g de oligo-(dT)-celulosa en 1 mi de 0.1 N NaOH. Esta 

suspensión fue transferida a una columna de cromatografía y lavada con 3 vol de 0.1% 

dietilpirocarnonato y 5 vol de solución IX de pegado [20 mM Tris-HC1, pH 7.6; 0.5 M LiCl; 

I mM EOT A, pH 8.0; 0.1 % SOS]. El RNA total fue desnaturalizado a 65°C durante 15 min y 

mezclado con un vol de solución 2X de pegado. El RNA total desnaturalizado fue aplicado a 

la columna y el efluente fue recromatografiado una vez más. El RNA no poliadenilado fue 

colectado y la columna fue lavada con lO vol de solución IX de pegado y 5 vol de solución 

de lavado [20 mM Tris-HC1, pH 7.6; 0.1 M LiCl; 1 mM EOTA, pH 8.0; 0.1 % SOS]. El RNA 

poliadenilado fue separado con 5 vol de 2 mM EOT A y colectado en fracciones de 500 ¡.tL. 

Las fracciones de mayor A260 fueron seleccionas. Los RNAs fueron precipitados con 2.5 vol 

de etanol absoluto en presencia de 0.18 M NaCl, durante la noche a -20°C. La integridad del 

RNA fue analizada en gel de 1.2% agarosa - 2.2 M formaldehído y teñido con una solución 

de 0.5 ¡.tg/mL de EtBr. La concentración fue determinada mediante A260. 

I ¡.tg de cada RNA (poliadenilado y no poliadenilado), disueltos en 2.2 M 

formaldehído y 50% formarnida, fueron separados mediante electroforesis en gel de 1.2% 

agarosa - 2.2 M formaldehído. El gel fue lavado con 0.1 % dietilpirocarbonato y equilibrado 

en 10X SSC durante 40 mino El RNA fue transferido por capilaridad a una membrana 

Hybond N+ (Amersham lnternational) usando 10X SSC como solución de transferencia, 

durante la noche. El sistema de transferencia fue montado de acuerdo a protocolos estándar 

de laboratorio [Sambrook et al., 1989). La membrana fue lavada en 6X SSC y el RNA fue 

fijado mediante un pulso estándar en el Stratalinker® (Stratagene). La membarana fue 

incubada durante 72 h a 42°C en solución de hibridación [50% formamida; 5X Oendhart's; 

5X SSC; 0.2% SOS; 50 mM NaH2P04 (pH 6.5)) utilizando el fragmento de 440 pb como 

sonda radioactiva en una relación de 3 x 106 cpm por mL de solución. Posteriormente, la 

membrana fue lavada en 4 ocasiones con solución de baja astringencia [2X SSC; 0.1 % SOS) 

durante 5 min a temperatura ambiente; seguida de 2 lavados en solución de alta astringencia 

[O. IX SSC; 0.1 % SOS) durante 30 min a 55°C. Finalmente, la membrana fue expuesta en 

una pantalla de Phosphorimager® (Molecular Oynamics) y revelada 48 h después siguiendo 

las intrucciones del proveedor. 

4.9. Amplificación rápida del extremo 3' del DNA complementario (3'-RACE) 

500 ng de RNA total fueron utilizados para la síntesis de cONA. La retrotranscripción 

fue realizada usando 200 U de la enzima SuperScript II RY@ (Gibco-BRL) en una mezcla de 

reacción conteniendo 500 nM de oiigonucieóiido AP [5'- GGC CAC GCG TCO ACT AOT 

ACT (T)16 -3'), 500 ¡.tM de deoxinucleótidos, 2.5 mM de MgCh, 10 mM OTT, 20 mM Tris-
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L-______________ ~S~RP~5~4~(~29~3~a~m~in~o=ác~id~o~s)~ ______________ -,>~--~ •. 
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Figura 11, Representación esquemática de la determinación del extremo 3' del DNA 
complemetario de EhSRP54, Localización realtiva de los oligonucleótidos utilizados durante las 
amplificaciones del 3'RACE, La flecha indica la orientación de la transcripción del gene EhSRP54 
y los aminoácidos correspondientes al extremo carboxilo terminal. 

HCI (pH 8.4) Y 50 mM KCI en un volumen final de 20 JlL. La reacción se realizó durante 50 

min a 42°C. El RNA de las moléculas híbridas fue digerido usando lUde la enzima 

Ribonucleasa H (Gibco-BRL) durante 20 min a 37°C. 

2 JlL del cONA fueron utilizados para amplificar el extremo 3' del transcrito 

EhSRP54 usando 200 nM de oligonucleótido AUAP [5'- GGA TCC GGC CAC GCG TCG 

ACT AGT AC -3'], 200 nM de oligonucleótido SRP _3'UP [5'- GGG AGA TTT AAA AGG 

CAT AG -3'], 20 mM Tris-HCI (pH 8.4), 50 mM KCI, 1.5 mM MgCh, 200 JlM de 

deoxinucleótidos y 2,5 U de Taq ONA polymerasa (Gibco-BRL) en un volumen final de 50 
" 

JlL. La amplificación se realizó mediante l ciclo [2 min a 94°C], 30 ciclos [1 min a 94°C, 1 

min a 45°C, l min a 72°C] y 1 ciclo [10 min a 72°C]. Una amplificación anidada fue 

realizada usando como cadena molde 2 JlL del PCR anterior, 200 nM de los oligonucleótidos 

AUAP y SRP _3 'UP2 [5'- ACA GAT AGA GAA TTA GA T GG -3'] Y las mismas 

condiciones de reacción, Las amplificaciones fueron analizadas mediante electroforesis en 

gel de 1% agarosa - 0,5 Jlg/mL EtBr. La Figura 11 esquematiza la posición relativa de los 

oligonucleótidos usados durante la amplificación del extremo 3' del cONA de EhSRP54, 

El producto obtenido fue reparado y fosforilado con las enzimas Klenow y T4 ONA 

polinucleótido cinasa (Boehringer-Mannheim) y, posteriormente, clonado en el vector 

pBluescript SK- (Stratagene) en el sitio SmaI. El extremo 3' no traducido fue analizado 

mediante secuenciación con el oligonucleótido SRP54,3PR [5' - CAA AGA A TG CTT CCT 

AAA GG -3']. 

4,10. Amplificación rápida del extremo S' del DNA complementario (S'-RACE) 

El cONA fue obtenido a partir de 500 ng de RNA total. La retrotranscripción fue 

realizada usando 200 U de la enzima SuperScript 1I RT" (Gibco-BRL), en una mezcla de 

reacción conteniendo 500 nM de oligonucleótido SRPL212b [5'- TAT ATC ATT TTT TTC 

CTT TC -3'],500 JlM de deoxinucleótidos, 2.5 mM de MgCh, 10 mM OTT, 20 mM Tris­

HCI (pH 8,4) y 50 mM KCI en un volumen final de 20 JlL. La reacción se realizó durante 50 

23 



• • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 

... ---------{==============:JS~R~P~5±4I(I~7~3~a~miliin~o~ác~id~o~s)~==================~:> 
• 

dC-12 
..... 

SRPLI18 SRPL212b 

Figura 12. Representación esquemática de la determinación del extremo S' del DNA 
complemetario de EhSRPS4, Localización realtiva de los oligonucleótidos utilizados durante las 
amplificaciones del S'RACE. La flecha indica la orientación de la transcripción del gene EhSRPS4 
y los aminoácidos correspondientes al extremo amino terminal. 

min a 42°C, El RNA de las moléculas híbridas fue digerido usando I U de Ribonucleasa H 

(Gibco-BRL) durante 20 min a 37°C. El cONA fue limpiado usando una columna de 

Sephadex G50 (Sigma Chemicals) y precipitado con 2,5 vol de etanol en presencia de 150 

flg/mL de glicógeno y 0,3 M acetato de sodio (pH 5,2), El cONA fue resuspendido en un 6 

flL de agua tetradestilada, 

Residuos dG fueron incorporados al extremo 3' del cONA usando la enzima 

Oeoxinucleotidil Transferasa Terminal (TdT, Gibco-BRL), La reacción se realizó usando 5 

flL de cONA, 100 flM de dGTP (Boehringer-Mannheim), 100 flM de cacodilato de potasio 

(pH 7.2), I mM de CoCh, 100 flM de OTT y I U de TdT en un volumen final de 10 flL. La 

mezcla se incubó durante 30 min a 37°C, seguida de inactivación de la enzima a 70°C 

durante 5 mino El cONA-3' dG fue precipitado con 2,5 vol de etanol en presencia de I mg/mL 

de glicógeno y 0.3 M acetato de sodio, El cONA modificado fue resuspendido en 10 flL de 

agua tetradestilada, 

2 flL de cONA fueron utilizados para amplificar el extremo 3' del transcrito usando 

300 nM de oligonucleótido dCI2 [5'- (C)12 -3'], 300 nM de oligonucleótido SRPL212b, 20 

mM de Tris-HCI (pH 8.4), 50 mM de KCI, 1.5 mM de MgCh, 200 flM de deoxinucleótidos y 

2,5 U de Taq ONA polymerasa (Boehringer-Mannheim) en un volumen final de 50 flL. Los 

ciclos de amplificación fueron: 1 ciclo [2 min a 94°C]; 30 ciclos [1 min a 94°C, I min a 

45°C, I min a 72°C]; I ciclo [7 min a 72°C], Una amplificación anidada fue realizada usando 

como cadena molde 2 flL del PCR anterior, 300 nM de los oligonucleótidos dC-12 y 

SRPLll8 [5'- CTA GCA ACT TTT ACT GG -3'] Y las mismas condiciones de reacción, Las 

amplificaciones fueron analizadas mediante electroforesis en gel de 1% agarosa - 0,5 flg/mL 

EtBr. La Figura 12 esquematiza la posición relativa de los oligonucleótidos usados durante la 

amplificación del extremo 5' del cONA de EhSRP54. 

El producto obtenido fue reparado y fosforilado con las enzimas Klenow y T4 ONA 

polinüclcótido kinasa (DOe}U1üger-rv1annheim) y, poSteriúffilente, clonado en pBlut:s~ript SK­
(Stratagene) en el sitio SmaL El extremo 5' no traducido fue analizado mediante 
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secuenciación con el oligonucleótido PREX.SRP54 [5'- CGT ATT AAT AAC TTC TTC 

ATC TAC AAC -3']. 

4.11. Inferencia filogenética 

Las secuencias polipeptídicas de proteínas SRP54 de nueve eucariotas, nueve 

eubacterias, dos arqueo bacterias, un homólogo de cloroplasto, fueron utilizadas junto con la 

secuencia amibiana para realizar un análisis filogenético preliminar [Ramos et al., 1997]. El 

alineamiento múltiple fue obtenido usando el programa ClustalW 1.7 [Thompson, 1994] para 

Mac y; posteriormente, editado manualmente para eliminar remociones o inserciones que 

pudieran ocasionar una desviación en los resultados. Los árboles filogenéticos basados en 

este alineamiento fueron inferidos, usando los algoritmos de máxima parsimonia y de matriz 

de distancias, mediante los programas PROTPARS, PROTDlST, NEIGHBOR y FITCH del 

paquete PHYLIP 3.572 [Felsestein, 1989] para Mac. El valor de cada nodo fue analizado 

mediante 100 replicas. El análisis de las replicas fue realizado usando los programas 

SEQBOOT y CONSENSE del paquete PHYLIP 3.572. Los árboles fueron visualizados 

usando el programa TREEVIEW [Page, 1996] para Mac. 

Un alineamiento múltiple más robusto, de la familia de proteínas SRP54, fue 

realizado utilizando secuencias obtenidas de la base de datos SRPDB 
(psyche.uthct.edu/dbs/SRPDB/ SRPDB.html) [Gorodkin, 2001]. El alineamiento fue 
realizado usando el programa C/ustalX 1.81 [Thompson et al., 1997] para Mac. 

Posteriormente, el árbol filogenético fue inferido usando una matriz de distancias y el 

algoritmo neighbor-joining [Saitou y Nei, 1987], excluyendo posiciones con remociones o 

inserciones significativas, que pudieran ocasionar una desviación en los resultados. El valor 

de cada nodo fue estimado mediante un análisis de 1000 replicas. El árbol fue visualizado 

usando el programa TREEVIEW [Page, 1996] para Mac. 

4.12. Predicción de estructura secundaria y modelo tridimensional 

La predicción de estructura secundaria fue obtenida usando el programa PHDsec 

[Rost, 1994] en el servidor EMBL (European Molecular Biology Laboratory, www.embl­

heidelberg.de/predictproteinlpredictprotein.html). Para el modelamiento de proteínas basado 

en homología, se usó el programa de predicción automática SWISS-MODEL 

(www.expasy.ch/swissmod/SWISS-MODEL.html) [Guex, 1997]. El modelo obtenido fue 

verificado por el programa WHA T _CHECK (www.sander.embl-heidelberg.de/whatcheck) 

[Hooft, 1997] y visualizado usando los programas RASMOL ® 2.6 (Biomolecular Structure 

Group - Glaxo Research and Development) [Sayle, 1995] y SwissPDBViewer® 3.7b2 [Guex, 

i 997] para Mac. 
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4.13. Expresión y purificación de la proteína recombinante 

La secuencia codificante del gen EhSRP54 fue amplificada usando 300 nM de los 

oligonucleótidos SK y SRPNH2.BamHI [5'- GCG GGA TCC CAA CTT GGG TCA AGT-

3 '], 200 flM de deoxinucleótidos, 50 mM de KCI, 1.5 mM de MgCI2, 10 mM Tris-HCI (pH 

8.3), 5 ng de pBEhSRP54 y 2.5 U de enzima Taq DNA polimerasa en un vol final de 50 flL. 

La reacción se realizó en un termociclador Robocyler® usando las siguientes condiciones: 1 

ciclo [2 min a 94'C], 30 ciclos [1 min a 94'C; 1 min a 42'C; 1.5 min a 72'C], y [7 min a 

n'C). El producto amplificado fue analizado mediante electroforesis en gel de 1 % agarosa -

0.5 flg/mL EtBr, digerido con las enzimas BamHI y HindlII (BM / Roche) y purificado a 

partir de agarosa usando el estuche Gene Clean®. Este fragmento fue clonado en el vector 

pQE30 (QIAGEN) digerido en los sitios BamHI-HindllI, usando la enzima T4 DNA ligasa 

(BM / Roche). Esta ligación fue utilizada para transformar E. coli XL 1 Blue competentes. 

Los transformates fueron analizados por el método de hibridación en colonia [Grunstein y 

Hogness, 1975]. El plásmido para expresar EhSRP54 en bacterias, pQH54, fue aislado de 

una transformante, purificado usando el método de lisis alcalina [Bimboim et al., 1983] y 

caracterizado mediante un análisis de restricción con endonucleasas. 

pQH54 fue utilizado para transformar E. coli M 15 competentes. Las bacterias 

transformadas plaqueadas en medio LB agar suplementado con antibióticos MAK [80 flg/mL 

de meticilina, 20 flg/mL de ampicilina y 25 flg/mL de kanamicina (Sigma Chemicals)] e 

incubadas a 3TC durante la noche. La niveles de expresión de la proteína recombinante H54 

(EhSRP54 etiquetada con un hexámero de histidinas en el extremo amino terminal) fue 

analizada en mini-preparaciones de lisados bacterianos totales, siguiendo protocolos estándar 

de laboratorio [Sambrook el al., 1989). 

50 mL de medio líquido LB - MAK fueron inoculados con 50 flL de E. coli - pQH54 

en suspensión (15 % glicerol) e incubados a 3TC durante la noche, con agitación (200 rpm). 

1 L de medio líquido LB - MAK fue inoculado con los 50 mL de cultivo jóven e incubado a 

3TC, con agitación, durante 1.5 h (A600 de 0.6 - 0.8). Para inducir la expresión, se añadio 

IPTG (Sigma-Aldrich) a una concentración final de I mM. Después de 4 h a 3TC y 200 rpm, 

El cultivo fue transferido a hielo y centrifugado a 5,000 rpm durante 20 min a 4'C. La 

pastilla bacteriana, de aproximadamente 2 g de peso húmedo, fue resuspendida en 10 mL 

solución de lisis-pegado [8M urea; 100 mM Tris-HCI (pH 8.0); 10 mM NaH2P04 (pH 8.0); 

10 mM imidazol]. La lisis fue realizada mediante agitación tipo vórtex durante 2 mino El 

lisado fue clarificado mediante centrifugación a 10,000 rpm durante 20 min a 4 'C. 

La proteína H54 fue purificada por cromatografia de afinidad a metales. Ellisado fue 

mezclado con 3 mL de 50% Ni-NT A-agarosa (QIAGEN) y acoplado a temperatura ambiente 
1 ,,,,,,,,. T • f", (". 1 1 1 ,r" I 1 ~. 

uuraIlLt;; .JV Hun. La rC:~lna lue Lrall~lt!nua a una (.:UIUlnlla ut: \.:fUlualugralla y Iavaua l:un J VOl 

de solución de lavado [8 M urea; lOO mM Tris-HCI, pH 8.0; NaH2P04, pH 8.0; 20 mM 
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imidazol]. La proteína H54 fue eluída con 2 vol de solución de elución [8 M urea; 100 mM 

Tris-HC1, pH 8.0; NaH2P04, pH 8.0; 250 mM imidazol]. El grado de pureza fue analizado 

mediante electroforesis en gel de 12.5% SDS-poliacrilamida [Laemmli, 1970] y teñidos con 

azul brillante Coomassie. La concentración de la proteína fue cuantificada por A280 (1 U de 

A280 es equivalente a I mg/mL de proteína). Para la producción y valoración del título de 

anticuerpos policlonales, H54 fue dializada contra una solución Tris-salina [500 mM NaCl; 

20 mM Tris-HCI, pH 8.0; 10% glicerol]; mientras que, para la purificación de anticuerpos 
policlonales, H54 fue dializada contra una solución bicarbonato-salina [500 mM NaCl; 100 

mM NaHCO); 10% glicerol]. 

4.14. Producción de anticuerpos policlonales 

La proteína recombinante H54 fue utilizada como inmunógeno para la producción de 

anticuerpos policlonales en conejo. 50-100 Ilg de H54 en adyuvante de Freund (Sigma 

Chemicals) fueron utilizados para inmunizar dos conejos NZW cada 8 días durante tres 

meses. Cada 21 días se realizó la valoración del título de anticuerpos mediante inmunoensayo 

tipo ELlSA usando protocolos estándar de laboratorio [Harlow y Lane, 1988]. 

Placas de 96 pozos Maxisorp® (NUNC) fueron sensibilizadas con 500 ng, por pozo, 

de H54 durante la noche. Cada pozo fue bloqueado con gelatina [0.5% gelatina; 0.2% Tween 

20; 50 mM Tris-HCI pH 8.0] durante 2 horas. El reconocimiento primario fue realizado 

durante I h, utilizando diluciones seriadas de 3 del suero en solución vehículo [50 mM Tris­

HCI, pH 8.0; 1 mg/mL de gelatina; 500 mM NaCl; 0.05% Tween 20]. El reconocimiento 

secundario fue realizado durante 1 h, utilizando una dilución 1: 1 000 del conjugado cabra 

anti-IgG de conejo acoplado a peroxidasa (Zymed) en solución vehículo. El revelado del 

reconocimiento fue realizado mediante reacción cromogénica, usando un solución de 500 

Ilg/mL de ABTS (Boehringer Mannheim) en solución IX de reacción de ABTS® 

(Boehringer-Mannheim). Se permitió la reacción durante 10 minutos y se paró con 50% 

ácido fluorhídrico (REPROQUIFIN, S.A.). La absorbancia del color desarrollado fue 

registrada usando un lector de microplacas BlORAD 550 con el filtro de 405 nm. 

4.15. Purificación de anticuerpos policlona1es 

Los anticuerpos policlonales anti-E hSRP54 fueron purificados mediante 

cromatografía de inmunoafinidad usando la proteína H54 como inmunoadsorbente siguiendo 

protolos estándar de laboratorio [Harlow y Lane, 1988]. 2.5 mg de H54 purificada fue 

acoplada a Sefarosa 4B - CNBr (Pharmacia Biotech) siguiendo las instrucciones del 

proveedor. Los anticuerpos policlonales fueron purificados a partir de alícuotas de 1 y 3 mL 

de suero hiperinmune. El suero fue pasado 3 ocasiones a través de la columna Sepharosa­

H54 permitiendo la unión antígeno-anticuerpo. La columna fue lavada con 15 vol de 100 
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mM Tris-HCl (pH 8.0) Y 10 vol de 100 mM Tris-HCl (pH 8.0) I 500 mM NaCI. Los 

anticuerpos policlonales anti-EhSRP54 fueron separados con 100 mM ácido acético, 

neutralizados inmediatemente, y su concentración fue valorada mediante A280 (1.35 U de 

A280 es equivalente a 1 mg/mL de anticuerpo IgG). BSA acetilada y NaNJ fueron añadidos a 

una concentración final de 0.2 mg/mL y 0.02%, respectivamente, para garantizar la 

estabilidad de los anticuerpos. 

4.16. Inmunoblot 

Se prepararon lisados proteicos totales de trofozoitos de E. histolytica mediante lisis 

en solución de carga [10% glicerol; 2.5% SDS; 50 mM Tris-HCl, pH 6.8; 5% 2-

mercaptoetanol; 0.002% azul de bromofenol] conteniendo 2.5 mM PMSF y 500 ~M E64 

(Boehringer-Mannheim). Las células se lisaron mediante ebullición a 100°C durante 10 

minutos. Las proteínas fueron separadas de acuerdo a su peso molecular mediante 

electroforesis en geles de 12.5 o 15% SDS-poliacrilamida [Laemmli, 1970]. Las proteínas 

fueron transferidas a una membrana de Nitrocelulosa S&S NC® (Schleicher & Schuell) 

durante una hora, usando el sistema de transferencia semi seca HEP-I® (OWL), siguiendo el 

protocolo porporcionado por el proveedor. La membrana fue lavada con solución TBST 

[IOmM Tris-HCl, pH 7.5; 150 mM NaCl; 0.05% Tween 20] y bloqueda durante la noche con 

una solución lechosa [5% leche descremada Carnation®; TBST]. La reactividad, y el 

reconocimiento específico, de los anticuerpos policlonales anti-EhSRP54 purificados, fue 

valorada mediante la técnica Western blot [Harlow y Lane, 1988]. El reconocimiento 

primario fue realizado incubando la membrana con 2.5 ~g/mL de anti-EhSRP54 durante I h. 

El reconocimiento secundario se llevo a cabo incubando con una dilución 1:2,500 de cabra 

anti-IgG de conejo acoplado a fosfatasa alcalina (Zymed) durante 1 h. La especificidad de los 

anticuerpos fue revelada mediante reacción cromogénica usando los reactivos 10X NBT y 

BCIP (Zymed). La reacción fue detenida usando una solución 5 mM EDT A. 

4.17. Inmunotinción, microscopía de fluorescencia y reconstrucciones volumétricas 

Los trofozoitos de E. histolytica fueron adheridos a portaobjetos, en presencia de poli­

(L)-lisina, durante 15 minutos a 3TC. Posteriormente, fueron fijados durante 30 min a 3TC 

con una solución de paraformaldehído [2% paraformaldehído; 0.02 M (L)-lisina; PBS]. Las 

células fueron permeabilizadas con una solución de 0.05% Triton X-lOO durante lO min y, 

posteriormente, fueron bloqueadas durante I h en solución lechosa [5% leche descremada 

Svelty® (Nestlé); PBS]. Para el reconocimineto primario, las preparaciones fueron incubadas 

durante 1 ha 3TC con una solución de 5 ~g/mL de anti-EhSRP54. La detección indirecta fue 

realizada con anticuerpos de cabra anti-IgG de conejo acoplados a diferentes fluuróÍoros 

[Rhodamina, Fluoresceína o Alexa 488 (Molecular Probes)] diluídos 1 :50 en PBS. Se 
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permitió el reconocimiento durante l ha 3TC (en una cámara húmeda cubierta con papel 

aluminio). Las preparaciones fueron montadas con una solución de 2 mg/ml de ioduro de 

propidio o l ¡.1M de Sylox Green® (Molecular Probes) en 70% glicerol-PBS. Las 

preparaciones fueron visualizadas en un microscopio confocal Bio-Rad MRC 600. Los cortes 

de los planos confocales fueron utilizados para realizar reconstrucciones volumétricas de 

trofozoitos de E. hislolytica, usando el programa Voxel View® 2.5 (Vital Images) para 

Silicon Graphics. 
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5. RESULTADOS 

El gen SRP54 de E. hislo/ylica fue identificado dentro de un fragmento de 7 kb, 

denominado clona 22-1, aislado a partir del tamizado de un banco genómico. El tamizado fue 

realizado utilizando como sonda radioactiva un producto de PCR de 440 pb, previamente 

caracterizado en nuestro laboratorio [Mercado, 1994]. Con el fin identificar un fragmento de 

menor tamaño, que facilitara el proceso de secuenciación, se realizó un patrón de restricción 

de la clona 22-1 utilizando varias endonucleasas. Mediante este análisis, se identificó un 

fragmento de 2.3 kb (producto de la digestión con la endonucleasa e/al), que conserva el gen 

EhSRP54 íntegro. 

Como se observa en la Figura 13, el gen E hSRP54 está muy cercano a otras 

secuencias codificantes. Durante el proceso de secuenciación y mediante el análisis de 

búsqueda marcos abiertos de lectura, fueron identificados los genes que codifican para la 

subunidad ex del proteasoma, y las proteín cinasas Y AKI Y PK2. El análisis de la 

organización génica de la clona 22-1 muestra que gen EhSRP54 se transcribe en dirección 
opuesta a los otros genes. Además, la región intergénica localizada entre los genes SRP54 y 

proteasoma-ex es de 244 pb de largo, una característica molecular que no se observa 

frecuentemente en el genoma amibiano [Bruchhaus el a/., 1993; Bhattacharya el al., 2000]. 

EcoRJ Acc/ Accl Clal 

~ 1 <> 
AccJ 

1 
Subuniaaa ae 54 kOa ae SRP 

Accl Clal EcoRI ¿ 1 ~ YAKl 

Bgl/I Acc/ 

11 
I IX ·Proteasoma I 

150 
I--i 

500 
I--i 

Figura 13. Esquema de la organización génica del fragmento genómico de 7 kb Y de la subclona 
de 2.3 kb de E. histolytica. El diagrama muestra la orientación del gene SRP54 con respecto a 
...................................... 1"' .... ,..,.. .... ,..,.. .................. ,.. .... ,.. .............. VAIt'1 ., 01.(1) f •• o .. ,," irlontifi .... Qrlt"\C' 1"'I,,,o .... to 01 ...... "'''' ..... ,.. .... rI .... 
VUV,;, ~'t:O"I;;".::t. '-vó;) M'I:;i"Ü.::t ..... ""1-"...,\ ...... .;>..., •• , ...... ,,.,..,,, J"'''''' ' ....... Vll " ......... ", ..................................... Vi !-"'v ........ <.JOV .... v 

secuenciación de la clona completa. La región de hibridación con la sonda de 440 pb se muestra 
sombreada. Algunos sitios de restricción relevantes son indicados. Las flechas indican la 
orientación de la transcripción de los genes. La escala indica pares de bases. 
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L R G E S S F T N V G H O N E N K T M F M 
AATCTTeCTTCAGATGAAAAGGTATTAACACCATCATCGTTTTCATTTTTAGTCATAAACATtgtcagtattgaacagtctgttttcttttcaagttttctttcttttttttttacttga 

agttttcacttttcttgattttattaatcttttttttgttttttcataataaaacattttgetttttattttaatTATAAAtagcgaatggtgataaatttTATAAAAgaaaaatattaa 

.1 
taataaaactactagaaaaaaacaataaaaaaATAAataactgaaaattagtattggtacaacgaaATCGTACTTTCACAACTTGGGTCAAGTCT'PCTGACAGCATTACGTAAAATGACT 

M V L S Q L G S S L V TAL R K M T 

TCATCTACTGTTGTAGATGAAGAAGTTATTAATACGTTATTAAAAGAGATTGAAACGTCATTATTAGGGGAAGATGTCAATCCAATCTTTATTAGACAAATGGTAAATAACATAAAAAAG 
S S T V V D E E V I N T L L K E I E T S L L G E D V N P I F IRQ M V N N I K K 

AAAATTAATTCAGAAGATATTCCTGATGGAATTGACAAAAGAAAGTTAATAAAAGATTCTGTTTTTGAAGAACTTATCAATTTAGTTGATCCAAAAACTGAAGCATTTAAACCCAAGAAA 
K I N S E O I P O G I O K R K L I K O S V F E E L I N L V O P K T E A F K P K K 

GGAAAAACATGTGTATTAATOATGGTTGGTTTACAAGGAGCAGGTAAAACTACTACTATTACAAAACTTGCGTTGTATTATAAAAATCGAGGATA'rAAACCAGCTGTTGTTOGAGCAGAT 
G K T C V L M M V G L Q GAG K T T T I T K L A L Y Y K N R G Y K P A V V G A D 

ACATTTAGAGCAGGAGCATATGAACAATTACAAATOAATGCTAAACGAGCAOGAGTACCATTTTTTGGAATAAAAGAAGAAAGTGATCCAGTAAAAOTTGCTAGTGAAGGAGTTCGTACC 
T F R A G A Y E Q L Q M N A K R A G V P F F G I K E E S O P V K V A S E G V R T 

T'rTACAAAGGAAAAAAATaATATAATTCTTGTTGATACATCAGGTAGACATAAACAAGATAAAGAGTTATTTAAAGAAATGCAAAGTGTTCGTGA'rQCAATTAAACCAGATTCAATTATT 
F R K E K N D I I L V D T S G R H K Q D K E L F K E M Q S V R D A I K P D S I I 

TTTGTAATGOATGGAGCTATTGGACAAGCAGCATTTGOACAAGCAAAAGCATTTAAAGATGCAGTTOAAGTAGGAAGTGTTATTATAACAAAA~~GATGOACATTCAAATGGAGGAGGA 

F V M O G A I G Q A A F G Q A K A F K D A V E V G S VII T K L O G H S N G G G 

GCATTAAGTGCTGTAGCAGCAACAAAAAGTCCAATTATATTTATTGGAACAGGAGAAAAAGTCAATGAAATAGAAGAATTTGATGCAGAAAGTTT'rGTAAGACAATTACTTGGAATGGGA 
A L S A V A A T K S P I I F I G T G E K V N E I E E F D A E S F V R Q L L G M G 

GATTTAAAAGGAATAGCAAAATTAGCTAAAGACTTTGCAGAGAATGCTGAATATAAAACTATQGTAAAACATCTTCAAGAAGGTACATTAACAGTAAGAGATTGGAAAGAACAATTATCA 
O L K G I A K L A K D F A E N A E Y K T M V K H L Q E G T L T V R O W K E Q L S 

AATTTACAAAAAATGGGACAATTAGGAAATATAATGCAAATGATTQGATTAAATCATCCAATGTTTCAAOGAGGAAATATTGAAAAAAAGTTTAAAGTCTTTATGOTTATTTTAGATTCT 
N L Q K M G Q L G N I M Q M I G L N H P M F Q G G N I E K K F K V F M VIL O S 

ATGACAGATAGAGAATTAGATGQATCAGCTAAAACAATGTTAAATGATQAAAGTAGAATTAGAAGACTTGCACGAGGAAGTGGTAGAGATATAAGAGAAGTTAATGAACTTTTTGAACAA 
M T D R E L D G S A K T M L N O E S R I R R LAR G S GRO I R E V N E L F E Q 

ATTAAA'l'TATTCCAACAATGTATTGATAGATTACCTAAAGCTATGAGAGCACAATTAGGAAA'l'TGTAATGCACAACCTAATGAAGCAGCTATGATGCAACAAATGCAAAGAA'r'GCTTCCT 
I K L F Q Q CID R L P K A M R A Q L G N C N A Q P N E A A M M Q Q M Q R M L P 

AAAGGTQTTAATCAAGCACAATTACAACAATTAATGAAACAAATGAATGCTGCAGGATTAGGAGGAACAGGAAAGAAAGGAAAGAAATAAacaaaa~a~aaag~a~~actttttattgag 

K G V N Q A Q L Q Q L M K Q M N A A G L G G T G K K G K K 

aattCAbTTaacacaactttttgtt 

Figura 14. Secuencia nucleotídica y polipeptídica deducida del gene SRP54 de E. histolytica. La secuencia codificante se muestra en 
mayúscula, mientras que las región intergénica se indican en minúsculas, a menos que se especifique otra cosa. La numeración de cada 
secuecia se indica a la izquierda. La secuencia codificante para 21 aminoácidos del amino terminal de la subunidad (l de proteasoma, localiza 
a 244 pb corriente arriba del ATG de SRP54, también se muestran. Los aminoácidos se indican en código de una letra. El nucleótido +1 se 
localiza a 34 pb corriente arriba del ATG de SRP54. Las señales de inicio (+1, ATAA) y terminación (+1533, CAATT) de la transcripción se 
indican en mayúsculas. Las secuencias putativas tipo TATA se indican en mayúsculas y negrillas. La secuencia subrayada fue determinada 
por secuenciación del cDNA. 
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Como se muestra en la Figura 15, el 

marco abierto de lectura del gen EhSRP54 

es de 1464 pb de largo, no contiene intrones 

y codifica para un polipéptido de 487 

aminoácidos, con un peso molecular teórico 

de 53.8 kDa. Como se ha observado para 

otros genes amibianos, EhSRP54 presenta 

un bajo contenido de G + C (31 %) Y un uso 

preferencial de codones con A o T en la 

tercera posición de 89% [Bruchhaus el al., 

1993; Bhattacharya et al., 2000). En la 

región promotora fueron identificadas dos 

parecidas a cajas T ATA, T A T AAAA Y 

T A T AAA (localizadas en las posiciones -51 

y -77, respectivamente). A pesar de que no 

son totalmente idénticas a la secuencia 

consenso T A TTT AAA [Bruchhaus el al., 

1993), la posición y composición de éstas 

sugiere que pueden ser secuencias 

reguladoras de la transcripción del gen 

EhSRP54. 

Las regiones no traducidas del RN A 

mensajero de EhSRP54 fueron determinadas 

mediante la técnica de RACE. El extremo 5' 

no traducido es 34 pb de largo e inicia con el 

tetranucleótido A T AA, el cual es muy 

similar a la secuencia consenso identificada 
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Figura 15. Determinación del inicio de la 
transcripción del transcrito SRP54 de E. 
histolylica. Gel de acrilamida al 7% que 
muestra la secuencia nucleotidica del 
extremo 5' del cONA. Los nucleótidos así 
como los aminoácidos deducidos del marco 
abierto de lectura de SRP54 se indican en la 
izquierda del gel. La transcripción inicia con 
un residuo A (indicado como +1). El residuo 
G extra, que se señala con un asterisco, no 
se encuentra en la secuencia genómica (ver 
Figura 14). 

en otros transcritos amibianos (ATCA) [Bruchhaus el al., 1993). Por otro lado, el extremo 3' 

no traducido es de 55 pb de largo y presenta el pentanucleótido CAA TT, como la posible 

señal de poliadenilación, seguido de una región rica en residuos pirimidínicos (C o T); tal 

como se ha observado en otros transcritos amibianos, éstas son características moleculares 

que anteceden al sitio de poliadenilación [Bruchhaus el al., 1993). 

El sitio de inicio de la transcripción fue determinado por 5'RACE, técnica que ha sido 

utilizada satisfactoriamente para transcritos humanos [Coriton el al., 2000). En la Figura 15 

se observa la presencia de un nucleótido G extra (ausente en la secuencia genómica) en el 

sitio inicio de la transcripción. Esta obsen¡&ciún sugiere que el Rl'~A iuensajerú de EhSRP54 

es un transcrito que sufre modificaciones co-transcripcionales en el extremo 5', 
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considerándose como la primera posible evidencia del proceso de capping en transcritos 

poliadenilados en E. hislo/ylica. 

El número de copias del gen SRP54 presentes en el genoma de E. hislo/ylica fue 

determinado por Southern blo!. El patrón de bandas, productos de la digestón de DNA 

genómico con varias endonucleasas, dertectadas con la sonda se 440 pb se muestra en el 

panel A de la Figura 16. Este patrón indica que el gen EhSRP54 se encuentra como copia 

única dentro del genoma de E. histo/ylica. El tamaño del transcrito del gene SRP54, y la 

modificación post-transcripcional en su extremo 3', fueron determinados mediante northern 

blo!. Como se observa en el panel B de la Figura 16, dos transcritos poliadenilados, de 

aproximadamente 1.6 y 1.7 kilonucleótidos, fueron detectados con la sonda de 440 pb. La 

presencia de dos transcritos de diferente tamaño para un mismo gen, sugiere que pueden 

existir diferentes grados de poliadenilación para los RNA mensajeros amibianos. 
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Figura 16. Organización genómica y transcripción del gene SRP54 de E histolytiea. (A) Análisis 
tipo Southern. DNA genómico (4 ~g/carril) fue digerido con las endonucleasas de restricción [A] 
Aeel, [El EeaRI, [H] Hindlll o [SI 8ma!. Los fragmentos de digestión fueron separadas mediante 
electroforesis en gel de 1 % agarosa y transferidos a una membrana de nylon. La detección de 
fragmentos de DNA se realizó mediante hibridación utilizando como sonda el fragmento de 440 
pb radiomarcado (ver Figura 13). Los asteriscos indican las bandas esperadas. Los marcadores 
de peso molecular indicados a la izquierda (kilopares de bases). (B) Análisis tipo Northern. RNA 
poliadenilado [A+] y no poliadenilado [A-j RNA (1 ~g/carril), disuelto en 2.2 M formaldehído y 50% 
formamida, fue separado mediante electroforesis en gel de 1.2% agarosa - 2.2 M formaldehído y 
transferido a una membrana de nylon. Los marcadores de peso molecular se indican a la derecha 
(kilonüdeótidos). La detección del RNA realizó mediante hib¡idación uWizandü ia rnis(na ::;onda 
que para el análisis tipo Southern. 
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El análisis tipo BLAST muestó que la secuencia polipeptídica deducida para el gen 

EhSRP54 es muy similar a secuencias homólogas de plantas, mamíferos y levaduras. De 

acuerdo a la matríz de identidades y similitudes mostrada de la Figura 17, el polipéptido 

amibiano es 42-45 % idéntico a plantas, 42 % a mamíferos y 35-40 % a levaduras; mientras 

que es 21-35 % idéntico a sus homólogos bacterianos y de cloroplasto. Estas identidades 

muestran claramente el grado de conservación de la proteína SRP54 a través de la escala 

filogenética. 

En el alineamiento múltiple presentado en la Figura 18, se observa que la proteína 

EhSRP54 contiene las características polipeptídicas previamente identificadas para la familia 

de proteínas SRP54: un extremo amino terminal de 295 aminoácidos, o dominio O, altamente 

conservado y caracterizado por la presencia de las secuencias consenso para los motivos de 
unión a OTP, así como la presencia de la secuencia 269PIIFIOTOEKVNEI282, considerada 

como la firma estructural de proteínas de unión a OTP del tipo SRP54; y un extremo 

carboxilo terminal de 192 aminoácidos, o dominio M, menos conservado y con un alto 

contenido de residuos metionina (8.3%), el cual ha sido señalado como el sitio de unión y 

reconocimiento del péptido señal [Bemstein, 1998]. 

La localización evolutiva de E. hislolylica en el reino eucariota fue analizada, desde 

el punto de vista de la vía secretora, mediante inferencia filo genética usando un alineamiento 

de la familia de proteínas SRP54. Los árboles filogenéticos generados mediante métodos de 

matríz de distancias y de máxima parsimonia son topológicamente similares [Ramos el al., 

1997b J. El árbol filogenético presentado en la Figura 19 separa tres grandes grupos: uno que 

contiene a las secuencias de arqueo bacterias, otro que considera a los homólogos de 

eubacterias y cloroplasto, y un tercero que incluye a todas las proteínas de eucariotas. Estas 

inferencias filogenéticas muestran que E. hislolylica es una divergencia temprana de la 

ramificación eucariota. Sin embargo, este análisis no es directamente comparable con 

aquellos basados en EF-Ia., actina y a.-tubulina [Hasegawa el al., 1993; Hashimoto el al., 

1994; Drouin el al., 1995; Keeling y Doolittle, 1996], debido a que no contiene las 

secuencias SRP54 de otros protozoarios (p.e. Giardia), que pudieran dar más información 

con respecto al patrón de ramificación de eucariotas carentes de mitocondria. 

Para analizar el posible sitio de reconocimiento del péptido señal fue estudiado 

mediante predicción de estructura secundaria y modelamiento tridimensional de estructuras 

basado en homología de secuencias. Mediante la comparación de secuencias primarias 

usando el programa SearchPDB, se identificó a la estructura cristalográfica del dominio M de 

la proteína SRP54 de humano. Tal estructura fue utilizada como molde para la predicción de 

la estructura tridimensional del dominio EhSRP54M. En el alineamiento mostrado en el 

panei A de ia Figura 20, se observa que ias secuencias de humano y de amiba son aitamente 

idénticas (42%) y, además, conservan un patrón de estructuras secundarias muy similar. 
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Figura 17. Comparación de secuencias SRP54. Matriz de identidades y similitudes de secuencias polipeptídicas SRP54 de varios organismos. 
Se obtuvo una matriz de distancias mediante un alineamiento múltiple usando el programa ClustalX y visualizada usando el programa 
MacSoxshade. Los valores de comparación de la secuencia amibiana con sus homólogos de otros organismos se muestran sombreados. Las 
secuencias están disponibles en la base de datos SRPDS. Mpne, M. pneumoniae; Mjan, M. jannaschii; Mthe, M. thermoautotrophicum; HvuA, H. 
vu/gare A; Lesc, L. escu/entum; Cesp, C. species; Hsap, H. sapiens; Y/ip, Y. lipo/ytiea; Scer, S. cerevisiae; Spom, S. pombe; Anig, A. niger; Ehis, 
E. histo/}1iea; Eco/, E. coli; Hinf, H. influenzae; Taqu, T. aquaticus; SspA, Synechocystis species; AtC/, A. thaliana (c/orop/asto); Bsub, B. subtilis. 
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Figura 18. Alineamiento múltiple de la secuencias SRP54. Comparación de la secuencia de E. 
histolytica con algunos homólogos. El alineamiento fue generado usando el programa Clustal W. 
Se indir.~n ~Inlln;::¡~ r.;u;::¡r.tp.ri~tir.aR tínir.as de secuencias tioo SRP54. El límite entre los dominios 
G y M'~~"";-~~~t¡~- c~~-í¡~~has. Los 'motivos de unión a GTP se señalan con números romanos. 
Los recuadros delimitan residuos conservados. Las remociones se indican con guiones. 
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Figura 19. Arbol filogenético (fiIograma) de la familia de proteínas SRP54 generado por el 
algoritmo neighbor-joining. Un alineamiento múltiple de 60 homólogos de SRP54 fue realizado 
usando el programa ClustalX. Los segmentos con alto grado de inserción/remoción fueron 
excluídos del análisis filogenético. Un árbol sin raíz fue inferido a partir de una matriz de 
distancias calculada de acuerdo a los patrones de sustitución tipo Dayhoff PAM. El árbol fue 
visualizado usando el programa TreeView. La longitud horizontal de cada ramificación es 
proporcional al número de sustituciones. El valor de individual de cada nodo fue calculado 
realizando 1000 replicas. Las secuencias utilizadas fueron tomadas de la base de datos SRPDS. 
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Figura 20. Predicción de estructura secundaria del dominio M de la secuencia SRP54 de E 
histo/ytica. [A] Alineamiento del dominio M de las protefnas SRP54 de amiba y de humano. Los 
aminoácidos idénticos se indican con un asterisco, mientras que los similiares con puntos. Las n­
hélices de la estructura cristalográfica del dominio SRP54M de humano se muestran en 
rectángulos rojos (abajo) de la secuencia La predicción de estructura secundaria del dominio 
SRP54M de amiba se indican en rectángulos azules (arriba de la secuencia). La numeración 
corresponde a localización de los residuos en la secuencia completa. Los rectángulos grises 
corresponden a las posibles regiones de interacción con el 7S RNA y el péptido sellal. [B] 
Superposición estructuras de carbonos n de las secuencias SRP54M amibiana (azul) y humano 
(rojo). Las regiones de variación de estructuras se indican con flechas. Los extremos amino (N) y 
carboxilo (e) están señalados. 

La predicción de la estructura tridimensional para EhSRP54M fue obtenida usando el 

programa de predicción autómatica SwissModel. En el panel B de la Figura 20 se observa la 

comparación de la estructura inferida para EhSRP54M con respecto al modelo cristalográfico 

de la proteína HsSRP54M. La superposición, usando modelos de carbonos a, muestra tres 

sitios de diferencia estructural, coincidentes con los brechas presentes en el alineamiento. 

Estructuralmente, las dos primeras diferencias se localizan en la región de unión con el 

péptido señal, mientras que la tercera se localiza en la región de unión al RNA 7S. A pesar de 

tales diferencias, la estructura tridimensional propuesta para el dominio EhSRP54M presenta 

un plegamiento similar al homólogo humano. 

El panel A de la Figura 21 esquematiza el modelo de listones propuesto para la 

estructura tridimensional del dominio M de EhSRP54. Este modelo predice una estructura 

conformada por siete a-hélices, de las cuales, las hélices 2, 3 Y 4, conforman una estructura 

similar a un surco. Este hecho fue confirmado realizando un modelo de representación de 

superficies (usando los potenciales electrostáticos de cada residuo), mostrado en el panel B 
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A 

Figura 21. Predicción de la estructura tridimensional del dominio M de EhSRP54. (A) 
Representación del modelo de listones de la progresión de estructura secundaria [de azul a rojo]. 
Las estructuras u-hélices [h1-h7], y los extremos amino [N] y carboxilo [C] están indicados. La 
flecha señala la localización del surco hidrofóbico propuesto como el sitio de reconocimiento del 
péptido señal. (B) Representación del modelo superficie usando los potenciales electrostáticos de 
cada residuo. Las figuras fueron creada usando el programa SwissPDBViewer Los aminoácidos 
hidrofóbicos [A, e, F, G, 1, L, P, V, W, Y] se indican en amarillo a excepción de M [en verde]. Los 
residuos polares [N, S, T, a], ácidos [O, E] Y básicos [R, K, H] se muestran en color gris, rojo y 
azul, respectivamente. 

de la Figura 2l. Tal como se observó para la proteínas SRP54 de humano, el surco está 

formado principalmente por aminoácidos hidrofóbicos, entre los que se incluyen algunos 

residuos de metionina. 

Paralelamente, la proteína EhSRP54M fue sometida a una predicción de formación de 

estructuras diméricas, ésto con el fin de estudiar las posibles superficies de contacto con otras 

moléculas; especificamente, la interacción del surco hidrofóbico con posibles péptidos señal. 

La predicción fue realizada mediante el algoritmo Oligomer del programa SwissModel, 

usando como molde el dímero de la estructura cristalográfica de la proteína SRP54M de 

humano. El panel A de la Figura 22 muestra la representación tubular del modelo propuesto 

para la formación del homodímero de la proteína EhSRP54M. En ésta se observa que el 

surco hidrofóbico es el sitio de interacción con otras moléculas. Además, el panel B de la 
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Figura 22. Predicción de la estructura dimérica del dominio M de EIlSRP54. (A) Representación 
tubular de la predicción del dlmero. Los monómeros estan coloreados en azul [A] y en rojo [B]. 
Los extremos amino [A] y carboxilo [C] están señalados para cada monómero. (B) Modelo de 
superficie Que visualiza las interacciones en sitio de reconocimiento del péplido señal. El arreglo 
estructural del dlmero es como en el panel A. La representación tubular roja representa a la hélice 
a-l del monómero B, mientras Que el monómero A se presenta en estructura de superficie, 
resa~ando sólo los aminoácidos hidrofóbicos (ver pié de Figura 20). Las figuras fueron creadas 
usando el programa SwissPOBViewer. 

Figura 22, muestra una representación de superficie para el monómero A y una 

representación tubular para la hélice a-l del monómero B. Esta predicción señala al surco 

hidrofóbico como la zona de contacto con estructuras tipo a-hélice, conformación que 

usualmente adoptan los péptidos señal. 
Para la expresión heteróloga de la proteína EhSRP54 se utilizó un sistema de 

expresión de proteínas en E. eolio Como se muestra en la Figura 23, la secuencia codificante 

para la proteína EhSRP54 fue clonada en un vector de expresión y purificada a partir de 

lisados de bacterianos. La proteína EhSRP54 recombinante fue utilizada como inmunógeno 

para producir y, posteriormente, purificar anticuerpos policlonales. El reconocimiento y la 

especificidad de los anticuerpos policlonales anti-EhSRP54 fueron evaluados mediante 
inmunoblot en lisados amibianos totales. Como se observa en la Figura 24, los anticuerpos 
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IZQUIERDA - Figura 23. Expresión y purificación de la protelna EhSRP54 recombinante (H54). 
(A) plásmido pOH54. Vector que expresa la proteína EhSRP54 etiquetada con un hexámero de 
histidina en el extremo amino terminal. El esquema indica algunos sitios de restricción utilizados 
durante la caracterización del vector. La localización del gene que codifica para II-Iactamasa se 
indica en color azul. mientras que el origen de replicación CoIE1 se muestra en rojo. La región 
codificante para el gene His.-EhSRP54 se muestra sin color, La orientación de cada gene y del 
promotor lac se indica con flechas. (B) Purificación de la protelna H54 mediante cromatografia de 
afinidad a niquel. Gel al 12% de SDS-poliacrilamida teHido con azul brillante de coomasie. La 
cromatografia se realizó usando una columna de agarosa-NT A-niquel. Las fracciones obtenidas 
durante la purificación de la proteina H54 se identifican de la siguiente manera: LT. lisado total; 
FS. Iracción soluble; UN. fracción no pegada; WS. lavado; F1-F3. fracciones de elución con 200 
mM imidazol 1 a 3. El peso molecular de la protelna purificada se indica a la derecha. 

DERECHA - Figura 24. Reconocimiento de la proteina EhSRP54 en un lisado total amibiano 
mediante inmunoblo!. B lisado total de 50.000 trofozoitos por carril fue separado en un gel al 15% 
de SDS-poliacrilamida y tranferido a una membrana de nitrocelulosa. 2.5 I-'9/mL de anti-H54 
fueron incubados con la membrana y reconocidos con anti-conejo acoplado a fosfatasa alcalina. 
La reacción de foslatasa fue revelada con el sustrato de NBT. Los marcadores de peso molecular 
se indican a la derecha. 

policlonales purificados reconocen una proteína de 54 kDa, consistente con el tamaño 

calculado; mientras que, el suero preinmune no presenta reconocimiento alguno (resultado no 

presentado). Cabe mencionar que en ocasiones se observan productos de degradación, lo que 

indica la susceptibilidad de la proteína SRP54 a la acción de proteasas de origen arnibiano. 

La localización intracelular del complejo SRP se realizó mediante la detección de la 

proteína SRP54 en trofozoitos de E. histolytica usando técnicas de inmunocitoquímica y 

microscopía confocal (inmunofluorescencia). Considerando a los núcleos y las vesículas 

como las únicas estructuras definidas en trofozoítos de E. histolytica, las visualizaciones 

mostradas en los páneles A de las Figuras 25 y 26, señalan una distribución citoplásmica no 

homogénea de la proteína EhSRP54. Sin embargo, un conjunto de datos interesantes se 

pueden observar en reconstrucciones volumétricas de los cortes confocales (páneles B de las 

Figuras 25 y 26). 
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Figura 25. Inmunolocalización de la protelna 
SRP54 de E. histolytica. Trofozoitos fueron A 
fijados, permeabilizados e incubados con 
anticuerpos anti-EhSRP54, y posteriormente, con 
un anticuerpo secundario anti-conejo acoplado a 
rodamina. Los núcleos están contrateñidos con 
Sytox Green. Las células fueron examinadas por 
microscopia confocal a 4OX. (A) Proyección de 
máxima intensidad de 70 cortes confocales de 
cinco trofozoitos. (8) Secuencia de la 
reconstrucción volumétrica de los cortes 
confocales de los dos trofozoitos binucleados. B 
número a la derecha corresponde al orden de 
cada cuadro en una serie de 122 obtenidos. Los 
controles negativos correspondientes, no dieron 
fluorescencia apreciable en las condiciones 
ensayadas (resultados no mostrados). 

B 

42 



• • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 

Figura 26. Inmunolocalización de la proteina 
SRP54 de E. histolytica. T rofozo~os fueron A 
fijados, permeabili-zados e incubados con 
anticuerpos anti-EhSRP54, y posteriormente, 
con un anticuerpo secundario anti-conejo 
acoplado a rodamina. Las células fueron 
examinadas por microscopía confocal a 100X. 
(A) Proyección de máxima intensidad de 68 
cortes confocales de un trofozoito. (B) 
Secuencia de la reconstrucción volumétrica de 
los cortes confocales. El número a la derecha 
corresponde al orden de cada cuadro en una 
serie de 96 obtenidos. Los controles negativos 
correspondientes, no dieron fluorescencia 
apreciable en las condiciones ensayadas 
(resultados no mostrados). 
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Cuando los trofozoitos son visualizados a una magnificación 40X, la señal 

fluorescente de baja intensidad (color azul) se localiza de manera casi uniforme en todo el 

citosol; mientras que, la señal de alta intensidad (color rojo) se localiza, principalmente, en 

algunas regiones intracelulares. Además, Observaciones realizadas en reconstrucciones 

volumétricas de cortes confocales de una magnificación IOOX Por tal motivo, suponemos 

que la proteína EhSRP54 puede estar localizada tanto en el citosol, libre o asociada a 

ribosomas, como en contacto con posibles estructuras subcelulares en trofozoitos de E. 
hislo/ylica. 

Posteriormente, con el fin de analizar las zonas de alta fluorescencia, éstas fueron 

visualizadas a una magnificación IOOX. La reconstrucción mostrada en el panel B de la 

Figura 26 La distribución de la señal se observa no homogénea, es decir, en regiones y/o 

estructuras celulares específicas. Estas observaciones sugieren que el complejo SRP se 

localiza tanto en el citosol de manera libre y, posiblemente, asociado en regiones celulares 

que podrían ser estructuras equivalentes al retículo endoplásmico. 
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6. DISCUSION 

A partir del tamizado de un banco genómico de E. hislolylica, se aisló el gen que 

codifica para el homólogo de la subunidad de 54 kDa de la partícula de reconocimiento de la 

secuencia señal (EhSRP54) [Ramos el al., 1997b; Anexo 1]. El análisis de la organización 

génica mostró que este gen está muy cercano al gen que codifica para la subunidad a de 

proteasoma [Ramos el al., 1997a; Anexo 2]; y que la región intergénica, localizada entre 

ambos, muestra características similares a las observadas en algunos promotores 

bidireccionales presentes en otros organismos: una secuencia intergénica corta y una 

dirección de la transcripción divergente [Shinya y Shimada, 1994; Hunt el al., 1994; Gavalas 

y Zalkin, 1995]. Esta tipo de organización sugiere una posible región promotora con algunos 

de los elementos reguladores compartidos o sobrelapados. Esta región puede ser estudiada 

mediante un análisis similar al realizado para el promotor bidireccional que regula la 

expresión de los genes GPAT y AIRe de gallina [Gavalas y Zalkin, 1995]. En E. histolytica, 

la presencia de posibles regiones promotras bidireccionales hace suponer que algunas de sus 

actividades celulares pueden estar reguladas coordinadamente. Por otro lado, el hecho de que 

otros genes estructurales, como YAKI y PK2 [Ramos el al., 2000; Anexo 3], se encuentren 

muy cercanos a los genes SRP54 y a-proteasoma, sugiere una organización génica muy 

compacta, tal como se ha observado en los geno mas de Trypanosoma brucei rhodesiense y 

Giardia lamblia [El-Sayed y Donelson, 1997; Smith el al., 1998]. 

El gen EhSRP54 codifica para un polipéptido de 53.8 kDa, consistente con la media 

de peso molecular para esta subunidad del complejo SRP [Gorodkin el al., 2001]. Al igual 

que muchos otros genes, EhSRP54 se encuentra como copia única dentro del genoma de E. 

hislolylica, y se transcribe activamente durante el estadío de trofozoito [Bhattacharya el al., 

2000; Ramos el al., 2000]. El transcrito del gen EhSRP54 es un RNA mensajero que sufre un 

procesamiento co-transcripcional, similar al que se ha observado en muchos precursores de 

RNA en eucariotas [Proudfoot, 2000]: adición de un nucleótido G en el extremo 5', o 

capping, y poliadenilación en el extremo 3'. El hecho de que el RNA mensajero de EhSRP54 

sea modificado co-transcripcionalmente sugiere la existencia de algún mecanismo de 

regulación post-transcripcional involucrado en la expresion de este gen. 

La poliadenilación es una modificación frecuentemente observada en transcritos de E. 

hislolylica [Bruchhaus el al., 1993; Willhoeft el al., 1999; Bhattacharya el al., 2000]; 

mientras que, el capping es un proceso que casi no se observa y que, por ende, no ha sido 

estudiado, Sin embargo, en nuestro laboratorio, también se ha observado la presencia de un 
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residuo G en los sitios de inicio de la transcripción de otros RNA mensajeros (EhRab8 y 

EhYAK1, comunicaciones personales), sugiriendo que el capping es una modificación co­

transcripcional que sufren algunos transcritos poliadenilados de E. hislolylica, tal como se ha 

observado en RNA mensajeros de otros eucariotas [Varani, 1997]. Para estudiar el 

mecanismo de capping en E. hislolytica, es necesario realizar experimentos encaminados a 

identificar las tres actividades bioquímicas caracterizadas para este mecanismo: RNA 

trifosfatasa, RNA guanililtransferasa y RNA (guanin-7)metiltransferasa; actividades 

enzimáticas que ya han sido caracterizadas para otros para otros eucariotas, incluyendo los 

parásitos Trypanosoma brucei, Crithidiafasciculala y Plasmodiumfalciparum [Silva el al., 

1998; Ho y Shuman, 2001]. Por otro lado, la identificación del nucleótido trifosfatado o del 

enlace 5'G(ppp)5'N [Michel el al., 1995; Honda el al., 1998], complemetarán la 

caracterización del sitio de de inicio de la transcripción de RNA mensajeros amibianos, 

incluyendo el de EhSRP54. 

Es importante la localización filogénetica de E. hislolylica con el fin de dilucidar la 

evolución y divergencia de eucariotas carentes de mitocondria. En árboles filogenéticos 

inferidos a partir secuencias del RNA ribosomal, E. hislolylica es una ramificación tardía en 

el reino eucariota (posterior a Euglena gracilis y Trypanosoma brucei, ambos con 

mitocondria) [Cavalier-Smith, 1993], apoyando la hipótesis de la pérdida secundaria de este 

organelo [Clark el al .. 1995]. Sin embargo, se ha sugerido que los árboles filogenéticos 
inferidos en base al RNA ribosomal, algunas veces difieren de los árboles construídos a partir 

de secuencias polipeptídicas [Hasegawa y Hashimoto, 1993; Sogin el al., 1993]; 

específicamente, cuando el contenido G+C es diferente entre los linajes [Loomis y Smith, 

1995]. Los árboles filogenéticos inferidos usando las secuencias de la familia de proteínas 

SRP54, colocan a E. hislolylica como una divergencia temprana de la ramificación eucariota, 

tal como se ha observado para las proteínas amibianas EF-la, actina y a-tubulina [Hasegawa 

el al., 1993; Hashimoto el al., 1994; Drouin el al., 1995; Keeling y Doolittle, 1996]. 

Desafortunadamente, debido a que secuencias SRP54 de otros protozaorios (p.e. 

Trypanosoma, Giardia) no están disponibles en este momento, el presente análisis no es 

directamente comparable con aquellos basados en las otras proteínas. Sin embargo, con la 

identificación de secuencias SRP54 de varios protozaorios (gracias a los proyectos de 

secuenciación de genomas) se podrá contar con información adicional concerniente al 

proceso evolutivo de la vía de secreción de proteínas y el patrón de ramificación de 

organismos eucariotas. 

La caracterización del mecanismo de reconocimiento de la secuencia señal por la 

molécula SRP54 ha sido motivo de varios estudios [Lütcke el al., 1992; Gowda el al., 1998; 

Cleniüns et al., 1999]. Para E. hisíulyíicu, es illlpurlanh: iuenliíicar ei mecanismo de 

reconocimiento de proteínas, destinadas a ser secretadas, involucradas en el proceso de 
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invasión y destrucción de tejidos humanos [WHO, 1997]. Una de las aproximaciones más 

utilizadas para determinar las posibles interacciones entre dos proteínas es el uso métodos de 

predicción de estructura tridimensional, basados en homología de secuencias [Skolnick y 

Fetrow, 2000]. El modelo obtenido para el dominio M de la proteína EhSRP54 predice un 

plegamiento similar a la estructura cristalizada del homólogo humano, incluyendo a un surco 

hidrofóbico como el sitio de reconocimiento y unión a estructuras tipo a-hélice, 

conformación que usualmente adoptan los péptidos señal [Martoglio y Dobberstein, 1998]. 

Sin embargo, para determinar la especifidad del mecanismo de reconocimiento, es necesario 

realizar estudios que permitan dilucidar que residuos, del surco hidrofóbico, participan en el 

reconocimiento; p.e. en células de mamífero, el sistema de transporte de proteínas hacia el 

RE es incapaz de reconocer a la proteína vacuolar carboxipeptidasa Y de levadura (ScCPY); 

en cambio, una mutación en su péptido señal, glicina por leucina, favorece el reconocimiento 

y el transporte de ScCPY [Bird el al.,1987]; de igual manera, el residuo metionina 376 (con 

respecto a la secuencia de humano; 373 en la secuencia amibiana), presente sólo en 

secuencias de eucariotes superiores, se especula participa en la distinción se señales presentes 

proteínas en eucariotes superiores, de las presentes en proteínas de levadura y de bacterias 

[Gorodkin el al., 2001]. De tal manera que, los estudios de predicción de estructura, y en el 

mejor de los casos el conocimiento de la estructura cristalográfica, permitarán la realización 

de experimentos racionales de mutaciones, dirigídas a sitios específicos, con la finalidad de 

estudiar la eficíencia del mecanismo de reconocimiento de proteínas mediado por EhSRP54. 

En mamíferos, los estudios de localización en fracciones subcelulares indican que el 

complejo SRP se encuentra distribuído entre fracciones membranales (38%), asociado a 

ribo somas (48%) y libre en el citosol (15%) [Walter y Blobel, 1983]. En otro estudio, 

realizado durante la embriogenesis del erizo de mar, la distribución del SR? cambia 

dramáticamente en los diferentes estadíos del desarrollo: de completamente libre en el citosol 

(huevo) a un 90% unido en a ribosomas, polisomas y microsomas (después de la 

fertilización); posteriormente, sólo el 1% permanece unido a RE en el estadío de blástula (12 

hs), y aumenta a un 16% en el estadío de gastrula (36 hs); sugiriendo que el SR? juega un 

papel importante en la regulación de la síntesis de proteínas destinadas a ser secretadas, 

durante la embriogénesis del erizo de mar [LeBlanc e Infante, 1989]. Por otro lado, se ha 

observado (mediante microscopía electrónica) que trofozoitos adheridos a componentes de la 

matríz extracelular, como fibronectina, presentan acumulación de polirribosomas en la zona 

de contacto (Dr. Ricardo Mondragón, comunicación personal), lo que sugiere que maquinaria 

de síntesis de proteínas puede estar localizada en sitios donde los productos amibianos 

ejercen su función. De tal manera que, el hecho de que la proteína SRP54, o bién el complejo 

SRP, esté distribuido tanto en ei citosoi como asociado a regiones subcelulares, sugiere que 

en el mecanismo de transporte de proteínas amibianas, mediado por SRP, participan tanto 
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estructuras solubles (polirribosomas) como estructuras subcelulares que, posiblemente, 

corresponden a los equivalentes funcionales del retículo endoplásmico, tal como se ha 

observado en células de mamífero y en erizo de mar. 

Por otro lado, se observa que la concentración de EhSRP54 es variable en todos los 

trofozoitos, lo que sugiere que la distribución del SRP depende de la actividad secretora y del 

estadío célular en el que se encuentre la amiba. Desafortundamente, no se ha logrado el 

proceso de enquistamiento in vi/ro de E. hislolylica; sin embargo, este proceso ha sido 

logrado y caracterizado en E. invadens, una amiba de reptil [Arroyo-Begovich y Ramírez­

Rojas, 1980], la cual pudiera ser utilizada como modelo para el estudio del mecanismo de 

transporte de proteínas durante el proceso de enquistamiento; tal como se ha descrito en 

Giardia lamblia. donde las estructuras equivalentes al retículo endoplásmico se hacen 

evidentes durante el proceso de enquistamiento [McCaffery y Gillin, 1994]. 

Adicionalmente, se puede especular acerca la estructuración de los componentes 

subcelulares con los cuales el SRP pudiera hacer contacto durante el mecanismo de 

transporte de proteínas amibianas: (1) los componentes subcelulares pueden estar 

fragmentados en determinado estadío del ciclo celular, como se ha observado con el retículo 

endoplásmico y/o el complejo de Golgi en mamíferos [Shima el al., 1998; Zaal el al., 1999; 

Hammond y Glick, 2000] y plantas [Nebenfiihr el al., 2000]; (2) considerando que la división 

nuclear no está coordinada con el proceso de división celular; probablemente, las señales que 

desencadenan la división nuclear también activen otras señales, como las de segregación y/o 

fragmentación de sus estructuras subcelulares; y (3) la movilidad, la alta actividad secretora y 

el ciclo celular, sean factores que colaboren cooperativamente a que las estructuras que 

componen la vía secretora de E. hislolylica sean organelos en constante formación y 

fragmentación. 

Finalmente, la caracterización de las proteínas Sec61, Stt3, POI y SRPR, entre otros, 

su localización subcelular (mediante microscopía confocal y electrónica) y su caracterización 

funcional, en modelos como E. invadens y/o S. cerevisiae, complementarán el estudio de la 

vía secretora de E. hislolylica. 
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7. CONCLUSIONES 

Como una de la primeras evidencias moleculares de la existencia de un posible 

mecanismo de reconocimiento de proteínas destinadas a ser secretadas, similar al 

identificados en otros organismos, se clonó el gen que codifica para la subunidad de 54 kDa 

de la partícula de reconocimiento de la secuencia señal, o SRP54, del parásito protozoario 

Entamoeba histo/ytica. La identificación de los genes a-proteasoma, Y AKI Y PK2, cercanos 

a la secuencia SRP54, sugiere una organización génica muy compacta en el genoma de E. 
histo/ytica. La presencia de una región reguladora con características similares a los 

promotores bidireccionales, ubicada entre los genes SRP54 y a-proteasoma, sugiere la 

posibilidad de mecanismos de regulación coordinados para proteínas amibianas. El transcrito 

EhSRP54 presenta un nucleótido G en su extremo 5', primera evidencia de una posible 

modificación co-transcripcional similar al capping; sin embargo, se requieren de más datos 

experimentales para poder estrablecer la existencia de este mecanismo en E. histo/ytica. La 

proteína SRP54 de E. hislo/ylica es una proteína eucariótica más antigua que sus homólogos 

presentes en plantas, mamíferos y levaduras, colocando a este protozoario en una 

ramificación temprana de este reino. El modelo tridimensional del dominio M de EhSRP54 

predice una estructura similar a un surco hidrofóbico como la región de unión y 

reconocimiento del péptido señal. Aún más, este sitio podría ser capaz de interaccionar con 

estructuras a-hélice, conformación estructural usualmente adquirida por secuencias señal. La 

distribución intracelular de la proteína SRP54 sugiere que el complejo SRP se localiza tanto 

en el citosol como asociado en regiones celulares que, posiblemente, podrían ser estructuras 

equivalentes al retículo endoplásmico. Finalmente, E. histo/ytica es un organismo en 

constante movimiento y, por ende, con un citoplasma fluído; por lo tanto, se especula que la 

maquinaria que participa en las primeras etapas de la vía secretora se encuentra concentrada 

en regiones donde, probablemente, requiera de la síntesis componentes proteicos necesarios 

para su estilo de vida parasitario. 
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Abstrae! 

We have determined the nudeotide sequence and predicted amina acid sequence of the 54 kDa subunit of the signal 
recognition particle (SRP54) from the amitochondrial protist Entamoeha hislolytica. The SRP54 gene was isolated 
from a genomic library using a polyrnerase chaio reaction (PCR) probe. Nucleotide sequen ce analysis of a 2.3 kb 
fragment, derived from a 7 kb genornic clone, revealed an open reading frame encoding a proteio of 487 amiDo acids 
(MW 53.8 kDa). The identities of the predicted amino acid sequence with its homologues from other speci<es were 
between 24 and 47'1':,. Functional domains previously defined for the SRP54-type proteins were present in the 
entamoebal sequence. such as the amino-terminal GTP binding dornain (G domain) and the carboxy-tcrminal 
methionine rich dornain (M domain). SRP54 mRNA contains an extra G residue at the 5' eod. suggesting that 
capping of poly-A( +) transcripts i5 present in E. Mstolytica. Evolutionary analysis of the SRP54 based on 
phylogenetic inference placed the E. histolytica scquence as an early divergence of tbe eukaryotic trce. Although the 
function of the entamoebal homologue remains to be elucidated, the identification of the SRP54 gene constitutes the 
first evidence for SRP related protein!; in protozoans .. t; 1997 Elsevier Science B.V. 
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I. Introduction 

Understanding in detail the mechanisms that 
regulate protein traffic is one of the major goals of 
molecular cell biology. In both prokaryotie and 
eukaryotic cells, many proteins are targeted and 
translocatcd aeross biologieal membranes: the cy­
toplasmatic membrane in E. ca/i and the endoplas­
mie reticulum (ER) membrane in yeast and 
mammalian eclls. In prokaryotes, seeretion of 
proteins into lhe periplasmic space is achieved by 
direcl sorting of nascent polypeptides from the 
cytoplasm to the inner membrane. In eontrast. 
eukaryotic cells have evolved a eomplcx seeretory 
pathway. comprising a series of membranous eom­
partmenls (ER, Golgi apparatus, vacuo les and 
vesides; termed lhe endomembrane system) 
through whieh a large number of proteins pass en 
route 10 the eXlraeellular environment [1.2). 

In a lypieal eukaryolie ecll. the transloealion of 
naseent proteins aeross the ER membrane is the 
first step in the proeesses lhat deliver proteins to the 
endomcmbrane syslem. A well-studied meehanism 
exists that media tes the seleetive attaehment to the 
ER oflhose ribo sornes thal synlhesize proteins lhal 
are destined for secretion. This mechanism is 
known as signal reeognition particlc-dependent 
protein largeting. Briefty, a protein is initially 
targeted to ER by the interaetion of its signal 
sequence. as it emerges from the ribosome. with a 
cytoplasmie ribonucleoprotein eomple, known as 
the signal reeognition partide (SRP). Binding ofthe 
naseent ehain to the SRP arrests elongation until 
contact is made with the SRP receptor in the ER 
membrane. When the complex of SRP-nascent 
chain-ribosome is attached to the SRP receptor, 
SRP is released, elongation resumes, and the 
transloeation of the naseent peptide aeross the ER 
membrane takes place [3]. 

The mammalian SRP eonsists of six distinet 
proteins (9, 14, 19,54,68, and 72 kDa, respeetively) 
and an RNA baekbone (7S RNA) [4]. The 54 kDa 
protein play s an important role in the protein 
targeling pathway. SRP54 recognizes and binds to 
the signal sequence of naseent proteins. Genetically 
and funetionally SRP54 eonsists of two separable 
domains: a 33 kDa amino terminal domain with 
GTP binding aclivity (G-domain) and a 22 kDa 

methionine-rieh earboxy terminal domain with sig­
nal sequenee binding sites (M-domain) [5). The 
presenee of proteins related to components of SRP 
in all taxonomie kingdoms demonslrales that SRP 
is ubiquitous; e.g. sequenees eneoding SRP54 
protein provide eompeling evidenee lhat this eom­
ponent is highly conserved over vast evolutionary 
distanees, as evideneed by lhe presenee ofinvariant 
amino acids [2,6,7]. Therefore, the identifieation of 
SRP prolein homologues from diverse organisms 
suggests thal the SRP-medialed pathway for 
protein exporl is presenl in all living eells. 

E. hislalYlica is a strueturally simple eukaryote 
laeking mitoehondria, pero xi sornes and a well-de­
veloped ER and Golgi apparatus. Based on these 
features, E. his!o(rtica has been considered as a 
primitive eukaryotie eeJl [8]. Despite an undevel­
oped endomembrane system it has been reported 
that several amoebic protein products are secreted 
10 the extraeellular environment [9-1 1]. Further­
more, the sequeneing of genes for seereted proteins 
such as cysteine proteinases and amoebapores, and 
of membrane proteins such as the galactose-in­
hibitable leetin has identified the presenee of signal 
peptides at the amino-termini of these sequenees 
[12-15]. Henee, it is of interest to identify key 
eomponents of the protein targeting meehanism 
and to determine the funetional equivalents of the 
structures that are involved in the intraeeJlular 
sorting and $Ceretion of amoebic proteins. In this 
paper. we report the identification of the SRP54 
gene and the analysis of its dedueed amino aeid 
sequence from a genomic clone of E. Itisto/y/ica. 
Using this amino aeid sequenee and Ihe available 
dala from the SRP54 protein family we analyze the 
evolutionary relationships of E. Itislo/y/ica from the 
point of view of the secretory pathway. 

2, Materials and methods 

2.1. eells and parasiles 

The E. Itisto/y/ica HK9 strain was used through­
out this work, unless specified otherwise. Tropho­
zoites were cultured axenieaJly at 37°C in TYI-S-33 
medium [16]. E. cati XLI-blue (Stratagene) and 
DH5~ (Gibeo BRL) strains were used for routine 
molecular biology teehniques. 
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2.2. Polymerase chain reactioll 

Based on highly conserved regions, lwO degen­
erate oligonueleotides were designed. These were 
named SRP54A (sense, 5'-CAAGGIISHGGIAA­
IACHAC-3') and SRP54B (anliscnse, 5'-CCIC­
CHTIIGCITSICCRTC-3'). Polymerase ehain 
reaction (PCR) amplifiealion was performed on 
E. "isto/ytira genomic DNA. Condilions \Vere: 
94'C for 1.5 min, 37'C for 2 min, n'c for 45 S (1 
cycle); 94'C for 30 s, 37°C for 30 s, noc for 45 S 

(20 eycles): 94°C for 30 s, 55'C for 30 s, n'c for 
45 S nen cycles); 94'C for 30 s, 55°C for 30 s, 
72°C for 2.0 min (one cyc\e). PCR producL' were 
analyzed by agarose gel electrophoresis. A frag­
ment with the expected size of 440 bp was ob­
lained and subsequently blunl-end eloneel into 
pGEM-4Z vector (Promega) for further sequenc­
tng. 

2.3. C/oning alld screenillg slrategy 

For the isolation of the complete genomic se­
quencc, an E. histo/ytira HMI:IMSS recombinant 
genomic library construcled in the .iZAP veelor 
(Slralagene) [I7} was screened using the 440 bp 
PCR product as a radiolabeled probe. The sereen 
of the Iibrary was performed by plaque hybridiza­
lion. The insert from a strongly hybridizing clone 
was amplified by long PCR using eLONGase 
enzyme mix (Gibco BRL) and primers flanking 
the eloning sile. A 7 kb long PCR producl was 
analyzed by restriction cndonucleases for sub­
c10ning purposes. A 2.3 kb restriction fragment, 
containing lhe SRP54 gene, was c10ned into 
pBluescript SK-vector (Slratagene) for furlher se­
quencing. 

2.4. DNA sequencing and hom%gy ana/ysis 

The 440 bp PCR produCl was eomplelely se­
queneed using primers flanking the c10ning sile. A 
2.3 kb subclone, derived from a 7 kb genomic 
clone, was entirely sequenced using both primers 
flanking lhe c10ning sile and primer walking slral­
egy. Sequencing was performed wilh ehain lermi­
nators using lhe fmo/ PCR Sequencing Syslem 
(Promega). Sequence dala Were analyzed using lhe 

GCG package (Wisconsin). Homology searching 
on nucleotide and protein data bases was carried 
oul with the BLAST program al Ihe NCBI server 
[I8}. Pairwise sequenee alignmenl and prolein 
idenlities were done using the PROTEIN ALIGN 
program of lhe Gene Works package (Intellige­
netics) using the c1ustal algorithm and the default 
gap and insertion penalty se!tings. Secondary 
structure predictions were done by using the 
PHDsec program al the EMBL server (Heilder­
berg) [19}. 

2.5. Southern and Northem b/olling 

Genomie DNA was obtained by ceH Iysis with 
lithium ehloride and separation of nueleic aeids 
on a eesium ehloride gradien!. Total RNA was 
prepared using TRIzol (Gibeo BRL) reagenl fol­
lowing instruetions provided by the supplier. The 
polyadenylated fraelion was seleeted by oligo­
d(T)-ceHulose chromatography. Southern and 
Northern blot were carried oul aecording lo slan­
dard prolocols [20}. As a hybridizalion probe we 
employed the radiolabeled 440 bp PCR producto 
Hybridizing bands were detected by autoradiogra­
phy or by the Phosphorimager system (Molecular 
Dynamics). 

2.6. Ana/ysis of the 5' and 3' un/rans/aled regions 

PCR amplifieations of the 5' and 3' ends of the 
entamoebal SRP54 transeript were performed us­
ing Ihe rapid amplificalion eDNA ends (RACE) 
teehnique [21,22}. Reverse transeription (RT) was 
carried out with SuperScript " RT (Gibeo BRL). 
BOlh, 5' and 3' ends were PCR amplified using 
gene-specific primers. The PCR products gener­
ated were blunt-end doned iOlo pBluescript SK­
vector (Stratagene) for sequencing purposes. 

2.7. P/¡y/ogenelie inferenee 

SRP54 sequences from nine eukaryotes, nine 
eubacteria, two archaebacteria. and from one 
chloroplast homologue were used with the enta­
moebal deduced ami no acid sequenee for phyloge­
netie analysis. A pre\iminary multiple sequence 
alignmenl performed with Ihe Cluslal W program 
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[23] was further edited manually to remove signifi­
cant deletions and insertions in arder to ensure 
that the aligned sequences were conserved regions 
(thus avoiding score biasing). Phylogenetic trees 
based on this alignment were then inferred by 
neighbor-joining and Fitch - Margoliash analyses 
on distance measurements ealculated aceording 10 

the Dayhoff PAM substitution matrix using the 
PROTDIST, NEIGHBOR and FITCH programs 
from PHYLIP package version 3.5 [24]. Maxi­
mum-parsimony analyses using the PROTPARS 
program from the same package, were performed 
on the same data to compare with the results 
obtained by the protein distance methods. Signifi­
canee of individual nodes was assessed by con­
ducling lOO bootstrap resampling replicates. 
Bootstrapping analyses were achieved using the 
SEQBOOT and CONSENSE programs from the 
PHYLIP package [25]. The trees were drawn us­
ing thc publie domain TREEVIEW program [26]. 

3. Results snd discussion 

Mammaliao. yeast aod baeterial SRP54 homo­
logues contain highly cooserved regions [27,28]. 
Degenerate oligooucleotide primers loeated on 
two regions of high sequeoce homology were suc­
cessfully used to amplify a 440 bp fragment from 
geoomic DN A of E. hislo/ylica. Using this frag­
ment as a radiolabeled probe we isolated a clone 
of about 7 kb from a geoomic library. The E. 
hislolylica gDNA clone eootains several open 
reading frames (e.g. proteasome gene and unpub­
lished data). Amplifieation of long PCR fragment, 
subsequent restriction analyses and subcloning 
steps. allowed us to isolate a 2.3 kb fragment 
contaioing the proteasome '" -subunit [29] and the 
SRP54 genes (Fig. lA). 

Entamoebal gene organizatioo of proteasome 
and SRP54 sequences shows uousual features [30]. 
As shown in Fig. 1, the intergenie region betweeo 
their start codons is 244 bp long and both genes 
are divergeotly transcribed, since the ORFs are 
oriented in opposite directions. The divergent or­
ganization implies that sorne regulatory transcrip­
tional elements may be shared and/or 
overlapping. This organizational scheme has been 

described in several organisms [31-33]. The pres­
ence of a possible bidirectional cootrol region in 
the E. histo/ytiea genome is interesting because it 
suggests lhat two evolutionary conserved fuoc­
tions (ubiquitinated-ATP-dependent protein 
degradation and SRP-mediated protein secretion) 
are related and possibly coordinately regulated. 

The SRP54 ORF is 1461 bp long and codes a 
protein with a theoretical molecular weight of 
53.8 kDa (Fig. lB). Thc nucleotide sequence anal­
ysis revealed two putative T A T A-box-like se­
quenees, TATAAAA and TATAAA. found at 
posilions - 51 to - 45 and - 77 to - 72, respec­
tively. Although the sequenees are oot idenlical to 
the consensus, TA TTT AAA [30]. the l'osition and 
composlllon suggest lhat TA TAAAA or 
TATAAA could be the SRP54 geoe promoter 
sequences. 

Thc geoomic organization of the SRP54 gene 
was studied by Southern blotting (Fig. 2A). The 
set of expected bands from the restriction mal' of 
the genomic clone showo in Fig. lA, were ob­
taioed (indicated by asterisks). This resull indi­
cates that there is a siogle copy of the SRP54 gene 
io the E. hislo/ylica geno me. The E. Itistolytica 
SRP54 gene is transeribed as polyadenylated 
RNA. In Northern blot analysis two transcripts 
were observed (Fig. 2B). with sizes of apl'roxi­
mately 1.6 and 1.7 kilonucleotides, respeclively. 
We think that the size differeoces 01' transcripts 
could be explained by differenl poly-A lengths. 
since the 5' end mapping reveals a single trao­
scriptional start site (see below). 

The uotranslated regions of the SRP54 tran­
script were mapped using the RACE technique 
and cDNA sequencing. To analyze the 5' end, we 
used an anti·sense primer that anneals to a region 
located at nucleotide positioo + 98 to + 124. As 
shown in Fig. 2C, the transcription starts at an A 
residue (al 34 bp upstream the ATG codon, nucle­
olide posilion + 1) and it is followed by the 
trinucleotide T AA which is highly similar lo the 
consensus sequences found in other entamoebal 
genes [30]. The extra G residue (not presenl in lhe 
geoomic sequence) found at the transcriplional 
start site suggest that the SRPS4 mR NA is a 
G-capped transcript. This is the first evidence for 
capping of poly-A( +) transcripts in E. histo/yl-

59 



• • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 

A 

B 

M.A.. Romos el al. / Molecular and Biochemical ParOJilOlogy 88 (1997) 225-235 229 

EcoRl PszI Glal Glal lacel EcoRI 

J~--------~I __ 1~ ________ ~=J~~c==J====~~ 
J 

r Accl Bglll Bcll AccJ Pstl 

C;~J~J==~I~===-____ ~======~~~I~~==============;:l -4 .f 
PROTEASOME o-$U8UNrr 54 kOa SUBUNrT OF THE SIGNAl RECOGNITION PARTlClE EcoRl 

1130 nl
l 

21 

-lSl 

.31 
1 

r¡ 
2g~ 

'" " ... 
D' 

~n 

m 
m 
". 
'" 'jll 

uu no 
1289 

'" 1409 ... 
1529 

.gtttt:t.atttttcttqatttt.tt •• tot.ttttttt¡tt<:tttc.t •• t •••• c.tt.ttqtttttt.tttt •• ttitUat.90'i.llt9qt9.t .... ttt~ ..... t.t.t •• 

+1 
taat .... etac:t.9 ....... t •• t •••• auT.u..taat:t9.I.aat.t.'it.tt99t.CI&aC9.a::~T~~~~r-~cnM~ 

'l"CA'I'CTACTGTTO'l'AGA.1"QAACAAG'l"1'ATTMTACa'l"l'A'l'TAAAAOAGA'I'1'GAAACG'l'CATTA'M'AGOOGAAGATGTCAATCCAATCT'M'A'l'TACiACAAA1'CGTAAATAACATAAAAAAG 
s • T V VD. B V 1 M T L L • B 1 • T S L L a I D V M , 1 P 1 R Q K V N H ] ~ x 
MAATTAAT'l'CAGAAGATA't'TCCTGA'l"GG.u'M'CAC··A·GA·"GTTMT.u.uGA'M'CTG'M"M"l"GAAG.CT'I'A't'CM'I"l'1'AG'M'QA'I'CC~'1"I"l'AMlXCUQAAA 
K 1 N S • D 1 P D a 1 o K R K L 1 K o 8 v r I • L 1 N L V o P K T • A r x P K K 

GGMAAACATQTQ1'ATTM'l'GATOO'I'TGG'I'T'l'JlCJI'OOll.oc·r..arAAJoACTACTAC'I'ATTACA.\AAC"t'l'Oa'I"l"GTA'l'TATA.U.U.TCGAQGATA1'MACC'AOCTC1"l'G'I"TCG.AAaA1' 
G K T e v L M M V G L Q GAG k T l' T 1 l' K L A L Y Y X N R G r k P A V V G A o 
ACA'M'1'·G·GC·r-GAGCA'l''''l'GAACAA'1"l'ACAM'l'GAA1'GC'I'AAACGAGCAQQAQTIoCCA'l''l''M'''I''lTIIII·II.GII·GIIIIII.G'l'GA1'CCAQT.u.u.G'I.''I'GC~ACC 
l' r ~ " G " r Z Q L Q M N " ~ R A G V P ~ ~ G 1 k • • 8 D P V k V A 8 Z Q V R T 

F:G':'O¡R':'R:'~1'rT"t~T~~~AT~T~AfM'~~~'M'~or¡c~'t1'tTT 

N~rog"~tngoA~"fCA~.v.~~A¡rr~A~~~r'1"rt1'~r'~~AT"C"~ 
GCA'M'AAGTGCrGTAGCAQCAACAAAAAGTCC.M.TTA1'ATTTA'I"'l'OOAAc:AOOAGAAAAAGTC.U..TQAAA1'AQI.ACAA'MTGII.1'GC~AACACAA1'TAC'I"J'GOAA1'GGGA 
A L B A V A A T k 8 P 1 1 , 1 Q l' G • k V R • 1 • Z , o A • B , V ROL L G M G 

GAT'M'AAAAGGAATNJCAL\A'M'AGC'l'~'l'GC'l'GAA1'ATAAAAC'1'A'I'QGTAAAACATC~ACA.T'TA.AC:AGTAA.G.\GA~AA'l"1'ATCA o L k G 1 A k L A k o , A • • A • Y k T " V k • LO. G l' L l' V RO. k • e L 8 

C"T'''S~~r'~TtT~rog''''A~~r''C''~A~~~'~-:~1't~~A~tnrr''g''r 
A~'l'~TTAI<ATGGATCAGCT~7OTTAAATGATQAAAaTAlJMT1'~~AQAQA1'AT~AA'l'CAAC'f'TT'1"I'CAACAA 
K T DR. L o G 8 A k T K L M o • 8 R 1 R R LAR G S GRO 1 R • V " • L , • Q 

A1'1'AAA'l'TAT'rCCAACAATGTA'M'GATAGATTACCTAAAOCTA1'GAGAGCACAATTACG.U.ATTGTAATGCACAACCTAA'I'CAAGeAGCTA1'GA1'GC.\ACUATOCAAAQU.'l'OC'l"l'CCT 
1 k L , Q Q e 1 o R L P X A M R A o L G N C N A Q P N • A A K M Q O M e R ~ L P 
AAAGGTOTTAlllrCAAOCACAATTACAACAATTAATC.U.ACAAA'l'GAATGCTOCAOOA'l"rIlOO,.OO·,.C ..... 411··QJlugo·'VO···1'AAllClaa •• t.ta •• 9t.tt.attttt.tt;.; 
k G V R Q A o L O o L M X Q K N A A G L G G T G X k G k X • 

..tt.2!!llaacac •• etttttgtt 

Fig. 1. The SRP54 gene from E. hislolyricu. (A) Schematic representation of the 7 kb genomic clone and the 2.3 kb subclone. The 
drawing shows the organization or the SRP54 and the proteasome :z-subunit genes as well as relevant restriction sites. Arrows 
indicate the opposite orientation or these genes. The shaded area represent5 the hybridization region or Ihe probe used ror the 
screening and blotting analysis. (B) Nucleolide sequence and deduced amino aeid sequence (one leHer code) rrom Ihe SRP54 gene. 
The intergenic sequence as well as the j' coding sequence or Ihe proteasome .:z-subunit gene are shown (the complete nucleotide 
sequence or Ihis gene is available in the GenBank;EMBL databases under the accession number X99382 [29]). The protejn coding 
scquences are in upper case and Ihe intergenic sequence as well as Ihe Unlranslated regions are in lower case (unless specified). 
Nucleotide and amino acid residues are numbered on the lert 01" lhe sequence. Nucleotide + 1, localed at 34 bp upstream (he ATG 
codon, is the transcriptional slart site as determined by 5' RACE (see Fig. 2e). The nucleotide sequcnce contains an ORF encoding 
a polypeptide 01" 487 amino acids (stop codon is marked by an asterisk). The transcriptional start signal 'ATA A' is in uppercasc. 
Ihe t\liO putati\'e TATA-box-like sequences are 0\'er1ined while Ihe putati\'e polyaden)'lation signal is underlined. The nuc1eotide 
sequence downstream rrom the EcoRI restriction site (position + 1528 to + 1533) was determined by 3' RACE and cDNA 
sequencing. 

¡ca. At the 3' end, we used a sense primer that 
anneals to a region localed al nucleolide posilion 
+ 1394 to + 1413. Thc polyadenylation sile was 
found al 55 bp downslream the stop codo n (nu· 
cleotide posilion + 1553; resulls nol shown) as 
well as a typieal polyadenylalion signal al posilion 

+ 1533 lo + 1537. 
The BLAST analysis revealed a significanl ho· 

mology wilh plant, mammalian and yeasl SRP54 
sequences. In pairwise comparisons. the entamoe­
bal predieled amino acid sequenee was 47% iden­
tieal lo the lomalo sequenee and 46% identical lo 
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Fig. 2. Organization and transcription of the E. /¡is/(J~l'lica SRP54 gene. (A) Southern analysis. Genomic DNA (4 jls/lane) was 
digcslcd with [1] Aal. [2] EcoRI. or [3] Hindlll endonucleases and restriction fragments wefe electrophoresed on a 1% agarose gel. 
The DNA fragments were transferred to a Nylon membrane. The probc used was the 440 bp PCR product (shaded region in Fig. 
lA) radiolabelled by random primer extension. The set of expected bands are indicated byasterisks. Molecular weight markers are 
indicatcd in kilobasepairs. (B) Northem analysis. Polyadenylated [A + 1 and non-polyadenylated lA') RNA (1 !lg,'lan~). dissoh:ed in 
2.2 M formaldchydc and SO'i'Í, formamide. were loaded into a 1.2':.1, agarose gel containing 2.2 M formaldehyde in MOPS buffer. The 
RNA was transferred to a Nylon membrane and hybridized with the same probe as abo'le. Molecular weight markers are indicated 
in kilonucleotides. (e) Mapping of the transcriptional start sile. 7'l!n acrylamide gel showing [he nucleotide sequence of the S' end 
from the SRP54 transcript using an antisense primer. The transcription starts al an A residue (al 34 bp upstream the ATG codon. 
indicated as + 11. The extra G resídue (not presenl in the genomic sequence, indicated with an asterisk) found at the transcriptional 
start site 5uggests thal the SRP54 rnRt\A i5 a G-capped transcript. The 5ense nucleotide sequence as wel! as the deduced ami no acid 
from Ihe 11r51 two codons of the SRP54 ORF are indicated al Ihe left of the gel. 

¡he mammalian counterparts (dog and human). 
and with yeast homologues the identities were 44 
and 39'% (S. pombe and S. cerevisiae, respec­
tively). While with the archaebacterial and eubac· 
terial sequences were 35 and 27% idcntical (M. 
jannaschii and E. eoli, respectively) (see Fig. 3). 
Thesc identities c1early indicate the dcgree of con­
servation of this protein. 

The alignment of the entamoebal SRP54 with 
homologue sequences from other organisms 

showed that the amoebic sequence contains the 
characteristic features of such proteins (Fig. 3). 
The highly conserved amino-terminal. G-domain, 
contains the consensus sequences for the GTP­
binding motifs. Also present is the le" conserved 
carboxy-terminal methionine rich (8.3% content), 
M-domain, responsible for the recognition and 
binding to signal sequences (5). As in other SRP54 
proteins, the E. hislolylica homologue contains 
the G-domain sequence PIIFIGTGEKVNEI 
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Fig. 3. Alignment of the deduced amino acid sequence of the E. hÜ//Jlylil'a SRP54 gene with selected homologues. The alignment 
\l/as generaled with lhe clustal W program [23] using the PAM protein weight matrix and the defauh gap and insertion penalty 
settings. The typical features of the SRP54-like G-proteins identified by homology are shown. The ¡imit bet\\'een the G- and the 
M-dornain are indicated by arrows. The conserved GTP-binding rnotifs are indicated O-I1II. The amphipathic l:-helices. determined 
by secondary structure prediction. are indicated (Helix - I to - 3). Blocks denote conserved residues (one ¡etter code,. Gaps are 
indicated by dashes. The aCI.'tssion numbers of the used scquences are as in Fig. 4. 
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(amino acid positions 269-282), consistent with 
the consensus known as the SRP54-type proteins 
GTP-binding domain signature [6), while sec­
ondary structure analysis of the M-domain pre­
diets the three amphipathic x-helices proposed as 
the signal sequence binding pocket [34]. 

Phylogenetic plaeing of Entamoeba is crucial in 
c1arifying the evolution of early eukaryotes. In the 
phylogenetic trees inferred from complete small­
subunit ribosomal RNA, the E. histoZvtica branch 
has been plaeed later in the eukaryotie tree (after 
Euglena gracilis and Trypanosoma brucei, both 
with mitochondria) [35), supporting the hypothesis 
that the absenee of the mitoehondria is likely due 
to a seeondary loss. However, it has been suggested 
that the ribosomal RNA tree can sometimes be at 
odds with a protein tree derived from amino acid 
sequenees [36,37]. 

To generate the phylogenetie trees based on the 
SRP54 protein family, a multiple sequenee align­
ment was performed using the c1ustal W program 
[23J and the available protein sequenee data. A 
modified version of the alignment was used. Sinee 
the G-domain is highly eonserved and the see­
ondary struetures ofthe a-heliees ofthe M-domain 
are funetionally conserved, both were included in 
the analysis, while the carboxy-termini that varies 
in extension as well as the significant insertion and 
gapped regions were excluded. To make data more 
manageable, only one copy of the A. thaliana and 
H. vulgare homologues was utilizcd, sinee the 
copies are highly similar. Likewise, the human 
homologue was excluded sinee it is 100% identieal 
to the dog sequenee. The resulting amino aeid 
alignment was used for phylogeny inrerence. 

The phylogenetic relationships of the E. histolyt­
ica SRP54 protein were analyzed by distanee ma­
trix and maximum-parsimony methods. The trees 
obtained by both methods are topologieally identi­
cal. The trees generated using distance algorithms 
were essentially similar, and compared with that 
produced by the parsimony method, only the plant 
and the fungi Iineages were interchanged. Fig. 4 
shows the tree inferred by the neighbor-joining 
algorithm. In this reconstruction two major groups 
are displayed, one eomprising the archaea and 
eubaeterial sequences and the other containing all 
the eukaryotic homologues. The tree reveals that 

the E. histolytica sequence is an early divergenee of 
the eukaryotic clade. This separation is supported 
by a high bootstrap value. Unfortunately, sinee the 
sequenee data of SRP54 from Trypanosoma. Giar­
dia and other protozoan species are not available 
yet, the present analysis is not directly comparable 
with those based on othcr proteins [38-41). How­
ever, further sequenee data on this protein family 
from several protozoa would provide additional 
insights regarding the evolution of the secretory 
pathway and the branching pattern of eukaryotie 
eells. 

We have generated the first evidenee that E. 
histolytica cOnlains genes eoding for key proteins 
involved in the seeretory pathway. The molecular 
characterization of the entamoebal SRP54 gene 
eonstitutes an important first step in the elucida­
tion of the mechanism that delivers amoebic 
proteins to the extracellular environment. Further 
experiments on the functional eharaeterization of 
the amoebic SRP54 are eurrentIy in progress. The 
first approach we have undertaken involves the 
functional complementation of a S. cerevisiae mu­
tant that has a disruption of the SRP54 gene [42), 
causing a slow growth phenotype that may be 
rescued by the entamoebal homologue. He!­
erologous complementa!ion would provide new 
insights into the distribution and function of the 
secretory componenls in this parasite. On the other 
hand, the SRP54 of E. histolytica represents an 
eukaryotic protein that is more ancestral than its 
homologues present in plants, mammals and yeasl, 
placing these amitoehondrial prolOzoa on an early 
eukaryotic braneh in agreement with the phyloge­
netic position revealed by sequenee comparisons of 
other proteins. The results presented in this paper 
add further support to the hypothesis that the 
secretory pathway is conserved in aU organisms. 
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Fig. 4. PhylogenelÍc tree of the SRP54 proteio famil)' generated by neighbor-joining algorithm. Multiple sequence alignment of 22 
SRP54 homologues was done with the C1ustal W program [23] and edited manual1y. From the alignment. ooly conserved regioos 
were used ror phylogenetic analysis (see Section 2). A phylogenetic tree was then ¡nferred by neighbor-joining analysis 00 distance 
measurements calculated according lo the Dayhoff PAM suhstitution matrix using the PROTDIST and NEIGHBOR programs 
from PHYLIP package version 3.5 [24]. The tree was drawn using the public dornain TREEVIEW program [26]. The horizontal 
length of each branch is proponional to the estimatC'd number of substitutions. Significance of individual nodes (indicated in the 
interna1 branches) was calculated by conducting 100 bootstrap resampling replicates (see Materials and methods). The GE),IBANKí 
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The fate of a protein inside a cell is usually 
deterrnined by the set of proteases that perform its 
degradation to small peptides or free amino acids 
when it is no longer needed. Whereas constitutive 
structural proteins tend to be long-Iived, pivotal 
regulatory proteins (e.g. cyclins) are rapidly de­
graded and turned over [1]. In general, proteases are 
specific for particular protein substrates, or mediate 
specialized functions. Proteases with broad specifi­
cities have to be tightly regulated, or at least 
physically compartmentalized (as is the case with 
Iysosomal cathepsins), since they represent a danger 
to the pool of cytosolic proteins. In this context, the 
proteasome seems to have evolved as a specialized 
proteolytic system of wide specificity and tight 

Abbrerialions: Pro-x. proteasome :z subunit: SRP54, 54 kD 
protein subunit of the Signa! Recognition Particle. 

• Corresponding aulhor. Tel.: + 52 73 291602; fax: + 52 73 
172388: e-mail: alagon@ibl.unam.mx 

! ,Vole: Nucleolide sequence data reported in this paper are 
available in the EMBL data base under the accession number 
X99382. 

regulation, degrading, among others, ubiquitinated 
substrates in an A TP-dependent fashion. Thus, in 
the archaebacterium T/¡ermoplasma acidophilum 
and in higher eukarotic organisms, the biochem­
istry, as well as the primary and quaternary struc­
tures of the multicatalytic proteasome, has been 
conserved to an un usual degree, adding a new 
mechanistic class of proteases- those with a 
threonine as the active site residue-to the tradi­
tional classification of thioI-, seryl-, aspartyl- and 
metalloproteinases. The structural conservation, 
which involves 7-fold symmetric stacked ring struc­
tures composed of ~- and p-subunits in arrays of 
varying composition and complexity [2], attests to 
the ancient origin of the proteasome and the severe 
constraints imposed on it for change. Its many 
functions in mammalian cells (i.e. antigen-process­
ing) seem to have causcd liule divergence from its 
more primitive and (possibly) functionally re­
stricted counterparts in unicel1ular microorganisms. 
Interestingly, disruption of single yeast proteasome 
genes is lethal in most cases [3]. 

0166-6851/971$17.00 Copyright e' 1997 Elsevier Science S.V. AII righls resen'ed 
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Fig. 1. Alignment of the deduced amiDa acid sequence of thc E. Ilislo1.l',inl proteasome a subunir gene (EMBL accession number 
X99382) wittl ¡hose of human (X61970), ral (DI0756). S. ct'rf!risiae (X64918) and archaebacterial (T. addophilum. X59507) 
homologues. Boxed residues are identical and shading indicates conservative substitutions. The sequence spanned by the probe uscd 
in the hybridi7.ation experiments is overlined. Database searching and proteio sequence alignments and homologies were carried out 
with the BLAST algorithm. Pairwise proteio sequence alignments were done using the GeneWorks 2.45 package (lntelliGenetics) 
using the defaull gap and ¡nsertion penalty settings. 

[n this context, E. hislo/ylica possesses a 20S 
proteo[ytic eore (equiva[ent to Ihe 20S eore of Ihe 
26S mammalian proleasome). The exislenee of 
sueh a proleasome in Elllamoeba has been proven 
bioehemieaUy in a reeent study [4]. Prolein 
metabolism in general. and in particular as it 
relales to signal transduction and eeU eycle pro­
gression, is largely unexplored in Ihis prolozoan. 
Ye!. a delailed exploration of the biochemical 
makeup is juslified by the highly un usual eeUular 
arehiteeture of amoebas, which laek a morpholog­
ieaUy distinguishable membranous tubular system 
equivalent to the Golgi apparatus, endoplasmic 
reticulum and Iysosomes of other eukariotie ceUs 
[5]. Several proteases, mosl of Ihem cysteine-type, 
have becn reported, especiaUy in their relationship 
lo pathogenic phenotypes and tissue colonization 
and damage [6]. Therefore, although the internal 
compartmentalization of the amoebal ceU is radi­
eaUy different-up to 40";', of the eeUular volume 
may eonsist of vacuo les of largely unknown fune­
tion [51-from that of other eukaryotes, the exis­
tenee of a eonserved proteasome strongly favours 
the idea that sorne of the regulatory pathways are 
cvolutionarily weU conserved, and that amoebas 
do possess a fuU complement of systems equiva­
lent to those of higher eukaryotes, albeit highly 
modified. 

In the proeess of sequeneing a genomie clone 
eontaining the entamoebal homologue of the Sig­
nal Reeognition Particle 54 kD protein subunit 
(SRP54) gene isolated with a probe obtained by 
PCR with degenera te primers (manuseript in 
preparation), we deteeted an open reading frame 
(ORF) upstream of, and oriented opposite to, the 
SRP54 gene. BLAST analysis revcaled a signifi­
eant homology with the ",-subunit of proteasomal 
genes. The ORF is 732 bp long and eodes for a 
protein with an expeeted molecular weight of 26.9 
kD, eonsistent with the size range reported for 
other proteasomal proteins [7]. The predieted 
amino acid sequenee is highly homologous to 
those of x-subunit genes (Fig. 1) and, surpris­
ingly, the identities in pairwise alignments are 
highest with those of its mammahan eounterparts 
(60.1% with rat and 60.5'10, with human), while 
with the arehaebacterium T. acidophilum and S. 
cererisiae are of 39.5 and 53.8%, respectively. This 
is surprising, as a closer relationsip to unieeUular 
organisms (particularly yeast) eould be resonably 
expected. The orientation of the gene is peculiar 
in that it is oriented opposite to the immediately 
foUowing SRP54 homologue of E. hisro/yrica, as 
shown in Fig. 2e. This genomie organization is 
un usual in amoebas as most of the reported con­
tiguous ORFs are in the same orientation [81. This 
organization of the proteasome x and SRP54 
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Fig. 2. (Al Southem blol of total E. I!ülolytim DNA (2 jlgilane) digested with Ihe following restriction enZ)'mes: (1) Acc I. (2) 
BarnH 1. (3) BeI l. (4) PSI 1. (5) Sac 1 and (6) undigested control. ONA was electrophoresed on a 1% agarose gel and 
alkaline·transferred 10 a nylon membrane. The probe used was (he 350 bp Cla ¡-BeI 1 fragment (fig. 2e. shaded) labeled with 
(x--'1pldCTP by random p~mjng and Klenow enzyme. (B) Northern blot analysis of -"""Jdenylated (A +) and non polyadenylated 
(A -) RNA (1 "g/Jane) wlth Ihe same probe. (e) Restriction map of the genomic i. .... r\p clone (strain HMI:IMSS, (13]) showing 
the cleavage sites of the enzymes used in Southern analysis and probe generation, the proteasome (Pro-x) ORF and the contiguous 
SRP54 ORF. 

genes implies that sorne regulatory elements of 
transcription may be shared, overlapping, and, 
possibly. operate bidirectionally; the intergenie re· 
gion between start eodons being only 243 bp long, 
This type of arrangement has been explored in 
sorne detail in Escherichia coJi [9]. The regulatory 
clements in the 5' untranslated region (5'·UTR) of 
the proteasome gene include a T ATA·like elernent 
(TAATAAAA. position 14-21 of the reported 
sequenee) and a eonsensus (A TTCA, position 84-
88 of the reported sequenee) found at the tran· 
scriptional start site of the majority of the 
reported E. histo/ytira genes [8]. The genomic 
organization of the proteasome gene was studied 

by Southern blotting in strain HK-9 (Fig. 2A) 
[lO). Resides the set of bands (indicated by the 
asterisks) expected from the restriction map of the 
genomic clone shown in Fig, 2C. an extra set was 
obtained, These are. possibly. the result of eross 
hybridization between the genomie copies of the 
7-subunit and the similar P ·subunit gene. Alter· 
natively, the signals eould represent an extra copy, 
an allelic variant, or another ",·type subunit gene, 
as the fragroent used as probe spans a highly 
conserved stretch of sequence (Fig. 1, overlined). 
As the ploidy of E. hislO/ytica remains a matter of 
controversy. a final answer to this question awaits 
the characterization of other :x and/or P protea· 
sorne genes in this parasite. 

Z§TA 1I'lE§1I§ NO GA.'; le­
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The E. histo/ytica " proteasome gene is tran­
scribed as a polyadenylated RNA of approxi­
mately 1.1 kilonucleotides long, as determined by 
Northern analysis (Fig. 2B) [10]. The broad band 
detected may represent a highly abundant 
mRNA, consistent with the abundance reported 
for the protein, which in the mammalian ceU may 
represent up to 1% of the total soluble protein 
pool [7]. 

The functions of the multicatalytic proteasome 
are just beginning to be understood, albeit in a 
general descriptive way. It has been shown that it 
functions in the rapid elimination of highly abnor­
mal proteins. tumover of molecules involved in 
ceU cycle progression (mitotic cyclins), and in the 
targetted destruction of molecules involved in sig­
nal transduction events (e.g. the IK B inhibitor of 
NFKB). The proteasome also serves as a catabolic 
1001 utilized by cells during nutrient depletion, 
generating free amino acids by hormone induced 
ubiquitination and subsequent degradation of 
musele protein (reviewed in [11,12]). In the case of 
E. "isto/ytica. by analogy to the mammalian ho­
mologues, the 20S proteasome may be in volved in 
events related to progression through the cyc\e 
leading to proliferation and/or differentiation into 
infective cysts, or as part of the signaling pathway 
of substrate recognition for the establishment in 
host tissues. Studies of the cellular machinery 
responsible for catabolism of proteins may 
provide the bases for better drug delivery systems, 
and the specialized entamoebal proteasome func­
tions could possibly be exploiled in the develop­
ment of new drugs effective in the lreatment of 
amoebal infection. This effort would be greatly 
aided by the characterizalion of Ihe remaining 
genes coding for proleasome components and 
from a thorough characterization of Ihe amoebal 
proleasome's differential biochemical properties. 
If Entamoeba is a relatively modem eukariote. its 
proteasome subunits may be able to complemenl 
conditional mutants of eukaryoles with mitochon­
dria, such as yeasl. If. on the other hand, Enta­
moeba is taken as a model of a primitive 
cukariotic cell, as has been suggested [5]. a sludy 
of the proteasome may shed sorne lighl on Ihe 
evolutionary directions taken by cells as they 
evolved into higher level uni- or multicellular 

systems. The higher identities with mammalian 
x-subunits could conceivably be a consequence of 
parasitism, either al the level of horizontal ex­
change or, altematively, as an adaptation lo the 
mammalian host's nutrient pool or signaling 
milieu. An exhaustive phylogenic study [7] pro­
posed a possible evolution of the 20S proteasome 
with the archaebacterial one, composed of unique 
7- and p -subunits, near Ihe origin, and Ihe mam­
malian homologue-composed of al leasl seven 
,,- and seven P -subunils-al the olher. It will be 
most enlighlening lO clarify where in Ihis seheme 
Ihe amoebal proleasome is placed. 
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Introduction 

Entamoeba histolytica, the etiological agcnt of human amc­
biasis, has many un usual fcatures regarding gene transcrip­
tional control and gcnomic organization-many of the protein­
coding sequences are transcribed unidirectionally, intergenic 
regions do not exceed lA kb, the 5' and 3' untranslated regions 
ofthc mRNAs are short sequcnces, and ¡ntron sequences are 
seldom found (1). 

Here we present the gene organization analysis of a 7-kb 
gDNA fragment isolated from an E. histolytica genomic li­
brary. This gene cluster contains several protein-encoding 
sequences. Southcm and exprcssion expcriments were car­
ried out, as well as sequence homology comparisons. 

Materials and Methods 

Cells. The E. histolytica HK9 strain was used unless other­
wise spccified. Trophozoites were cultured as described 
elsewhcrc. Thc E. coli strains used for routine molecular 
work wcrc XLI-Blue and DH5a. 

Genomic librar)'. The E. hislolylica HM-l:IMSS genomic 
library, constructed in AZAP II (Stratagene, La Jolla, CA, 
USA), was generously providcd by Dr. R Pérez-Montfort. 
The gcnomic clone from whcre the sequences were ob­
taincd was isolated from this library. 

Cloning slrategy. The insert from the rccombinant clone 
was amplified by long PCR using the eLONGase enzyme 
mix (Gibco BRL, Rockville, MD, USA) using the DNA 
from thc recombinant bacteriophage as temp!ate and univer­
sal primers. The long PCR product was digested by restric­
tion cndonucleases for enzyme mapping, and severa! re­
striction fragments were c10ned into pBlucscript SK-vector 
(Stratagene) for further sequcncing using both universal 

Address reprin! requesls 10: Alejandro Alagón. Instituto de Biolec­
nología, UNAM, Av. Universidad 2001, 62210 Cuemavaca, Morelos, 
México. Te\.: (+52) (73) 114-691; FAX: (+52) (73) 172-388; E-mail: 
alag0il@ib1.uliliiii.;¡-lh 

Presenting author: Marco A. Ramos. 

primers and primer walking strategy. The DNA fragments 
were sequenccd using radioactive chain terminators and the 
ThennoSequenase Sequeneing System (Amersham, UK). 
Extensive sequencing was performed with fluoresccnt chain 
tcrminators using the Taq FS Oye Terminator Cycle Se­
quence System and an Applied Biosystems automated se­
quencer. 

Hom%gy searching. Database searching was carried out 
with the BLAST algorithm via Internet (NCBI server). Pair­
wise comparisons werc done with the BLAST2 algorithm 
using the default gap and insertion penalty settings. Multiple 
sequenee alignment was perfonned using the CLUSTAL W 
program using the PAM protein weight matrix and the dc­
fault gap and insertion penalty settings. 

Nucleic Gcids b/otting Gnalysis. Southern and Northem Blot 
experiments were performed using standard protocols. Ge­
nomic DNA was obtained by cell!ysis with lithium chloride 
and separation of nucleic acids on a cesium ch!oride gradi­
cnL Total RNA was prepared using TRizo! Reagcnt (Gibco 
BRL) following the manufacturer's instructions. The poly­
adenylated fraction was selected by oligo-d(T)-cellulose 
chromatography. 

RT- and RACE-peR. Reverse transcription was carried out 
with SuperScript II RT (Gibco BRL) using an oligo-(dT)­
adapter primer or gene·specific primer. The cONA was dG­
tailed at thc 31 end using dGTP and terminal deoxytrans­
ferase (Gibco BRL). The 3' end was PCR amplified using 
an adapter primer and gene-specific primers, while the 51 
end was PCR amplified using an oligo-dC primer and gene­
specific primers. The PCR products generated were blunt­
end cloned into pBluescript SK-vector (Stratagene) for se­
quencing purposes. 

Results and Discussion 

Iso/alion and gene identificalioll. Ouring the sequencing 
cfthe 7-kb ::-:.sert recOir:binant genon;ie clone w-hcre tlle eil-
tamebal srp54 gene homologue was isolated (2), we de-

0188-4409/00 $-see rront matter. Copyright © 2000 IMSS. Published by Elsevier Science Inc. 
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tccted an open reading frame al 244 bp upstream of the 
srp54 gene. BLAST searching revealed significant homol­
ogy with proteasome cx-suhunit genes (3). These findings 
suggested that probably other open reading frames were 10-
cated near these genes. Nucleotide sequencing of the 7-kb 
insert has nQW becn completed. This genomic fragment con­
tains four open reading frames, including the entamehal ho­
mologues of the srp54 and the proteasome a-suhunit genes 
(2.5 kb ofthe insert). ORF FINOER analysis ofthe remain­
ing 4.5 kb rcvealed the presence of two additional open 
rcading frames. A GenBank database search using the 
BLAST algorithm showcd that these open reading frames 
havc significant homology to known protein-coding genes 
from other organisms. 80th coding sequences share hornol­
ogy to serine-threonine kinases. One was named yak 1, be­
cause it has high hornology to the yak I gene product from 
Saccharomyces cerevisiae. The other, named rac2, was 
more similar to the rac/PK gene family from Dictyostelium 
discoideum and to a previously reported rac/PK family 
member, rae l gene, from E. histo/ytica (4). 

Gene organizatioll. The organization of this gene cluster is 
schematically represented in Figure 1. The srp54 homolog 
and the a-proteasomal gene are transcribed divergently, and 
are separated by a 244-bp intergenic region. The protea­
sorne gene and the putative serine-threonine kinases are 
transcribed in the same direction. The intergenic region be­
twcen the proteasomal and the yak 1 genes is 1193 bp long, 
while the intergenie region from the yakl and the rac2 
genes is 3 10 bp long. The yak l and (he rae2 open reading 
frames are interrupted by an intron (discussed later). 

Dedl/ced amino acid sequence. The srp54 gene encodes a 
protein with a theoretical molecular weight of 54.8 kDa, 
while the proteasome a-subunit, the yakl, and the rac2 
genes encode proteins with theoretical molecular masses of 
27.2,70.7, and 39.3 kOa, respeetively. 

Exon-in/ron analysis. The nucleotide sequence analysis of 
the genomic yak 1 gene shows interruption of the open read­
ing frame at the amino-tenninus coding sequence. A 56-bp 

intron interrupting the protein-encoding sequence (frame­
shift from + l to +3) at the 1()6Thr-eoding triplet was identi­
fied by RT-PCR and eONA sequeneing. Therefore, the ge­
nomie sequence ofthe yakl gene is 1883 bp long, while the 
spliced sequence is 1827 bp long. The genomic sequence 
analysis of the rac2 gene was apparently started by an un­
common amino acid, beca use we could not identify a clear 
A TG start-codon at the first run-up of the genomic sequence 
analysis. Sequenee ofthe S' RACE produet showed that this 
gene contains a 55-bp ¡ntron very near the amino-tenninus 
coding scquence and a 7-bp mini-exon, which ineludes the 
A TG codon. The intron interrupts the open reading frame 
(rrameshift from + l to +2) at the 'Thr-coding triplet. 
Therefore, the genomic sequence of the rac2 gene is 1099 
bp long, while the spliced sequence is 1044 bp long. 80th 
introns are short sequences, Iike other entamebal introns 
previously described, and contain the donor and acceptor 
consensus sequences (GT and AG) characteristic of intrens. 

Sou/hern and expressioll analysis. The genomic organiza­
tion and gene cxpression of the four structural genes were 
studied by Southem and Northem blotting, respeetively. AII 
genes are present in the E. histolytica genome as a single 
copy. The four genes are activcly expressed as polyadeny­
lated RNAs in the trophozoite stage ofthis parasite. 

In conclusion, although thc function ofsornc ofthese genes 
remains to be elucidated, we have generated evidence that 
structural, highly expressed genes are c1ose-packed, fonning 
gene c1usters in the E. histolytica genome. Fwthermore, the se­
quences encoded on this genomic arrangement are protcins in­
volved in highly conserved functions and cellular processes 
(e.g., SRP-mediated protein secretion, ubiquitinated-ATP­
dependent protein degradation, and signal transduction). 
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