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Resumen

En este trabajo se inici6 el estudio de un grupo de proteinas que
tienen el dominio de unién a ADN Myb de un solo repetido, el cual
posee un motivo SHAQKYF. Como resultado de este trabajo identi-
ficamos que E.histolytica tiene 9 proteinas de tipo Myb SHAQKYF
que llamamos EhMybS1-S9, encontramos que 3 de ellas (EhMybS1-
S3) conforman un grupo monofilético y que tienen como ortélogos
més cercanos a otras proteinas de plantas y del organismo Dictioste-
llium discoideum. Ademés observamos que estas proteinas conservan
la estructura terciaria caracteristica de los dominios de unién a ADN
de tipo Myb. Posteriormente estudiamos si la expresién de estas tres
proteinas podria ser modulada por diferentes estimulos, con lo cual en-
contramos que la proteina EhMybS3 cambia sus niveles de expresién
bajo los estimulos de choque térmico y eritrofagocitosis. De esta ma-
nera los resultados de este trabajo soportan la idea de que la proteina
EhMybS3 podria estar involcrada en la regulacién de genes importan-
tes para la respuesta a cualquiera de estos dos estimulos. Ademés en
este trabajo mostramos que la proteina EhMybS3 es capaz de unirse
a una secuencia de ADN que posee el elemento de reconocimiento a
Myb. Finalmente, si la proteina EhMybS3 es un factor de transcrip-
cién, nos preguntamos que genes podrian ser regulados por ésta. Asi,
por medio del andlisis de la secuencia de los promotores de los genes
de E.histolytica encontramos alrededor de 88 genes candidatos a ser
regulados por las proteina EhMybS3 ya que contienen en sus regio-
nes promotoras las secuencias blanco de otras otras proteinas de tipo
Myb. En conjunto los resultados de este trabajo son una primera. apro-
ximacién al estudio de los posibles factores de transcripcién Myb en
E.histolytica y ademds soportan la idea de que la proteina EhMybS3
sea un factor de transcripcién capaz de regular a otros genes involu-

crados en la respuesta al estrés o la virulencia en este parasito.



1. Introduccién

1.1. Antecedentes generales del tema
1.1.1. Diversidad fenotipica

La cantidad de genes contenidos en los genomas de diferentes organismos varia
notablemente, por ejemplo Escherichia coli tiene 4288 genes (6) mientras que el
genoma humano contiene alrededor de 20 000 genes (13). En contraste, organis-
mos con fenotipos muy diferentes como son el organismo multicelular Arabidopsis
thaliana y el alga unicelular Chlamydomonas reinhardtii presentan genomas muy
similares, en lo que a tamaiio se refiere, de 125 y 120 Mb respectivamente (25, 36).
Es claro que el contenido de los genomas varia notoriamente y no necesariamente
en funcién de la complejidad del organismo, es decir, la gran variedad fenotipi-
ca, desde una bacteria hasta organismos eucariontes superiores, no es debida, en
su totalidad, al aumento en el tamaifio de sus genomas. Ademads, considerando a
un organismo multicelular es clara la gran diversidad fenotipica que se observa
entre las diferentes células que lo constituyen, por ejemplo, todas las células de
la planta Arabidopsis thaliana contienen el mismo genoma, sin embargo aquellas
que constituyen las raices son muy diferentes a las de las hojas. Si bien todas las
células de un mismo organismo contienen la misma informacién, cada tipo celu-
lar la utiliza de forma distinta, es decir expresa sus genes selectivamente. De esta,
manera cada célula utiliza la informacién contenida en su genoma de acuerdo a
sus necesidades en un momento determinado. As la expresion génica se presenta
como un actor muy importante en esta gran diversidad fenotipica, donde no sélo
hay que considerar que informacién codificada en el genoma si no como y cuando

se expresa,

1.1.2. Expresién génica

La expresi6n génica, como fue concebida en sus inicios, era el flujo unidireccio-
nal de la informacién contenida en los genes a través del ARN ¥ su traduccién a una
molécula efectora (las proteinas), éste es el dogma central de la biologfa molecular

propuesto por Francis Crick desde principios de los afios setenta. Actualmente esta



visién ha cambiado debido a los avances en nuestro entendimiento de los procesos
moleculares que tienen lugar en los organismos; en esencia, el flujo de informacién
es muy similar con la sutil diferencia de que ya no es considerado unidireccional,
es decir cierta informacién puede pasar del ARN al ADN por medio de la enzi-
ma transcriptasa reversa (mecanismo utilizado por los retrovirus), ademds el ARN
también puede ser una molécula efectora, (ribozimas, ARNi, microARN).

En términos generales, la expresién génica se lleva a cabo con dos procesos,

conocidos como transcripcién y traduccién.

Transcripcién en eucariontes

La transcripcion es el proceso mediante el cual la informacién contenida en el
ADN es transcrita a una molécula de ARN , este proceso se lleva a cabo mediante
la interaccién de un complejo de proteinas con el ADN y se divide en tres fases:
inicio, alargamiento y terminacién (1). El inicio consiste en la unién de la enzima,
ARN polimerasa a una secuencia especifica en el ADN llamada regiéon promotora,
y en el comienzo de la transcripcién de una molécula de ADN a ARN. Este paso a
su vez puede ser dividido en 3 subpasos: la unién de la polimerasa al promotor (el
conjunto de ADN y las proteinas unidas a éste se denomina complejo de iniciacién),
la separacién de la doble hélice para formar la burbuja de transcripcién (complejo
abierto) y la sintesis de aproximadamente 30 ribonucleétidos sin que se disocie el
complejo (complejo terciario estable) durante el cual ocurre el capping del extremo
5’ del pre-mARN. Este tiltimo subpaso es la transicién entre el proceso de iniciacién
y el alargamiento. Una vez comenzada la segunda fase, la ARN polimerasa no sélo
continda alargando, sino también desdobla el ADN frente a ella, disocia la cadena
creciente de ARN del templado conforme avanza y ademads se corrige a si misma.
Finalmente, cuando la polimerasa ha transcrito todo el gen, ésta debe detenerse y
liberar el producto de ARN , este es el paso denominado terminacién. (52).

La transcripcidon en eucariontes es llevada a cabo por una enzima que tiene
actividad de ARN polimerasa, estos organismos tienen 3 polimerasas nucleares
(pol I, pol II y pol III). La transcripcién de los genes que codifican para proteinas
son transcritos por la ARN polimerasa II, de forma general todos estos genes
comparten en su promotor 4 tipos de secuencias de ADN: el Inr (iniciador) alrede-
dor del inicio de la transcripcién, la caja TATA aproximadamente 25 nucleétidos



rio arriba del Inr, el elemento de reconocimiento a TFIIB ( BRE) localizado rfo
arriba de la caja TATA y el DPE (elemento rio abajo del promotor) que, como su
nombre lo indica, se encuentra rio abajo del sitio de inicio de la transcripcién. Un
esquema de la estructura de este tipo de promotores se muestra en la figura 1.

3710 32 --3110-26 210 +4 +2B 10 +32
BRE TATA |==- Inr — DPE
TE TATA Box Initiator Downstream

Recoanition Promorer
Element -1G T Element
. Dm: TCAST G

f'-’;«:c CC TATAAA TC éG$9é

Hs: PyPyAN APyPy

Fig. 1: Elementos de un promeotor eucarionte.
Esquema en el que se muestran los diferentes elementos que se encuentran en
el promotor minimo de un gen donde se observa la localizacién y las diferen-
tes secuencias relevantes para su actividad. Dm (Drosophila), Hs(humans).
Tomado de Butler, 2002 (8).

Este tipo de promotores a su vez se organizan en dos tipos, los que tienen
la caja TATA y el Inr, los cuales pueden o no tener el elemento BRE y los que
contienen el DPE y el Inr pero no caja TATA ni BRE (3). La ARN polimerasa II
no es capaz de unirse por si misma a sus promotores blanco y necesita de otras
proteinas para hacerlo, conocidas como factores de transcripcién generales (GTF).
Estos se denominan con las siglas TF (del inglés, Transcription Factor) seguidas
del numeral romano que corresponde a la polimerasa con la que se asocian y una
letra que los identifica (A, B, etc.). Los factores de transcripcién generales actdan
de forma secuencial en el ensamblaje de la maquinaria basal de la transcripcién.
Primero TFIID se une a la caja TATA o al DPE (dependiendo del tipo de promo-
tor), ésta es una proteina con miltiples subunidades: entre las que se encuentran

9



a TBP (del inglés, TATA Binding Protein) y cerca de 13 factores asociados a la
TBP denominados TAFs (del inglés, TBP Associated Factors) (8), esta proteina
es la que media el reconocimiento y la unién de TFIID al promotor. Posterior-
mente TFIIA y TFIIB son reclutados, este nuevo complejo puede unir a la ARN
polimerasa II, la cual a su vez previamente se ha asociado a TF IIF. Finalmente
el complejo de iniciacién se completa con el reclutamiento de TFIIE y TFIIH.
Una vez ensamblado el complejo, tiene lugar la activacién de la polimerasa por
medio de la fosforilacién del CTD mediada por TFIIH en una reaccién acoplada a
ATP y la apertura de la doble hélice, asi la cadena templado entra al sitio activo
de la polimerasa (complejo abierto), en este momento comienza la transcripcion.
En la figura 2 se muestra de forma general este proceso. Una vez que la polime-
rasa ha logrado sintetizar una cadena de aproximadamente 30 nuclestidos pierde
contacto con el promotor y la maquinaria basal, y es el cuando comienza el paso
de alargamiento.

En este punto miiltiples factores, que favorecen al alargamiento, el procesa-
miento de la cadena de ARN creciente (capping, splicing, poliadenilacién) trans-
porte de ARN y la modificacién de la cromatina, son reclutados. (22). La ter-
minacion de la transcripcién esta intimamente ligada a la poliadenilacién de los
ARN que se estan sintetizando, una vez que la polimerasa llega al final del gen, ésta
transcribe secuencias especificas que promueven el ensamblaje de la maquinaria de
poliadenilacién. En este punto el ARN es poliadenilado, para posteriormente ser
transportado fuera del nicleo. Finalmente la polimerasa se disocia del templado.
(52).

Regulacién de la Transcripcién

Dado el alto costo energético y a que es el inicio del flujo de la informacién
contenida en el genoma, la transcripcién es uno de los niveles mds importantes
de la regulacién de la expresién génica. Una de las principales caracteristicas que
definen a los organismos eucariontes es el alto grado de compactacién de su ADN,
lo cual representa un primer nivel de regulacién debido a que el acceso al mismo
estd “restringido” y en consecuencia la maquinaria basal de la transcripcién no
puede ser ensamblada en los promotores de los genes. Ademds del acceso al ADN,

la adecuada y especifica formacién del complejo de iniciacién juega un papel muy
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Fig. 2: Inicio de la Transcripcién en Eucariontes
- Se muestran los diferentes factores generales que se unen durante esta fase.
Primero TFIID se une al promotor, después TFIIA y TFIIB son reclutadas.
Posterioermente la ARN polimerasa II asociada a TFIIF, se une al promotor
y finalmente el complejo de iniciacién se completa con la asociacién de los
factores TFIIE y TFIIH. Tomado de Watson,2004 (52).
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importante en la regulacién de la expresion génica. Estos mecanismos est4n media-
dos por elementos que actian en cis (secuencias en el ADN que pueden influenciar
la transcripcién de un gen) y los elementos que actian en trans que son proteinas
(factores de transcripcién) capaces de reconocer Yy unirse a secuencias especificas
enel ADN. Existen varios elementos que acttian en c1s, unos se localizan muy cerca
del promotor (proximales) mientras que otros pueden estar hasta mas de 1000 pb
lejos rio arriba del sitio de inicio de la transcripcion (distales). Estas secuencias son
reconocidas por los elementos que actian en trans y se unen a ellas. Lo elementos
en trans ejercen su accién ya sea interaccionando directamente con la madquinaria
basal o con otras proteinas que a su vez interactden con dicha maquinaria (me-
diador), ademds algunas proteinas reguladoras pueden reclutar a otras capaces de
remodelar la cromatina modulando asi el acceso al ADN. Todos estos elementos
a su vez pueden ser identificados como activadores transcripcionales (aumentan o
promueven la transcripcién) o represores transcripcionales (disminuyen o inhiben
la transcripcion). Uno de los mecanismos de activacién es el reclutamiento de las
proteinas involucradas en el ensamblaje de la maquinaria basal de la transcrip-
cién. Como se muestra en la figura 3, un factor de transcripcién activador se une
a un elemento en ciss distal (potenciador) y recluta al mediador y a través del
mismo a la ARN polimerasa y/o al factor TFIID (52). Este mecanismo tiene como
finalidad posicionar en el lugar adecuado los elementos. necesarios para ensamblar
la maquinaria basal de la transcripcién. Es necesario resaltar que en la realidad
muchos activadores pueden actuar de forma conjunta y por diversos mecanismos
(remodelacién de la cromatina, reclutamiento, etc) para promover o reprimir la

transcripcion.

Factores de Transcripcién

Los factores de transcripcién son proteinas modulares que estin compuestas
de al menos dos dominios, uno es el dominio de unién a ADN (del inglés, DBD)
y el otro es un dominio con el cual es capaz de interaccionar con otras proteinas,
llamado dominio de regulacién de la transcripcién (también se le denomina dominio
de activacién, si se trata de una proteina que promueve la transcripcion). En
organismos eucariontes se han descrito varios dominios de unién a ADN que se

designan de acuerdo a su estructura, uno de ellos es el homeodominio, el cual es
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enhancer

activator ®

Fig. 3: Funciones de un Activador Transcripcional.
Se muestran los diferentes elementos que actdan de forma conjunta en la
regulacion de la transcripcién, donde un activador transcripcional unido a un
elemento en cis distal es capaz de interaccionar con el complejo mediador,
el cual a su vez recluta a la ARN polimerasa II. Ademés el activador puede
reclutar a TFIID. Tomado de Watson,2004 (52).
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una estructura de la clase hélice-vuelta-hélice. Este consiste en 3 alfa hélices como
se muestra en la figura 4, una es la hélice de reconocimiento, la cual es intercalada
en el surco mayor del ADN vy es la responsable de establecer interacciones del
tipo puentes de hidrégeno con una secuencia especifica en el ADN, las otras dos
son necesarias para estabilizar la estructura (52). Los dominios de activacién se
clasifican en funcién del tipo de aminogcidos que los conforman y no de acuerdo a su
estructura, esto debido a que pueden presentar diferentes estructuras dependiendo
del factor de transcripcién de que se trate. Existen de 3 diferentes tipos de dominios
de activacién: aquellas con regiones ricas en aa 4cidos (aspartato y glutamato), en
glutamina o en prolina. (3).

Fig. 4: Dominio de Unién a ADN Hélice-Vuelta-Hélice.
Se muestran las 3 hélices caricteristicas del dominio, donde los residuos en
la tercer hélice son los responsables del reconocimiento e interaccién con
secuencias especificas del ADN. Tomado de Watson, 2004 (52).
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1.2. Estado del arte

1.2.1.  Entamoeba histolytica

El parésito Entamoeba histolytica es el protozoario intestinal causante de la
amibiasis humana. Esta enfermedad es principalmente entérica, aunque una parte
de los individuos infectados presentan sintomas relacionados con la penetracién
de las amibas al epitelio intestinal, que se conoce como amibiasis invasora (17).
En algunas ocasiones y cuando la enfermedad es mas severa, la diseminacién del
parasito puéde hacerse a través el torrente sanguineo permitiéndole invadir otros
tejidos, en particular el higado, resultando en abscesos hepéticos (41). Si bien este
padecimiento es de control relativamente sencillo, no ha sido posible erradicarlo,
evidenciando la importancia de dar continuidad a los estudios de la biologia de
este parasito, sin otro fin que el entendimiento, cada vez més profundo, de los
mecanismos que le permiten sobrevivir como son la adhesién, la fagocitosis, la

citolisis de células blanco y el enquistamiento.

1.2.2. Epidemiologia de la amibiasis

E. histolytica es responsable de 100,000 muertes al afio, lo que la convierte en
la segunda causa de muerte provocada por parésitos protozoarios después de la
malaria (54). En México, se han reportado a-la semanas epidemioldgicas 48 del
2007 y 13 del 2008, 539 813 y 114 333 nuevos casos respectivamente(10, 9), lo que
la coloca como una enfermedad de alto impacto en la salud pidblica de nuestro

pais, donde las condiciones de higiene y los programas de salud son insuficientes.

1.2.3. Ciclo de vida de Entamoeba histolytica

El ciclo de vida de E. histolytica comprende dos estadios bien definidos, el
primero dentro del hospedero (humano), dénde se mantiene en forma de trofozoito,
en el lumen del intestino delgado, y es capaz de dividirse para posteriormente
invadir el intestino grueso, lugar dénde puede permanecer hasta 6 meses o més,
aunque casi todos son eliminados en un periodo de 12 meses (19). Posteriormente
debido a ciertas condiciones del micro-ambiente, el trofozoito cambia de forma

a quiste, condicién en la cual pueden ser expulsados del hospedero y sobrevivir
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fuera de éste hasta que otro ser humano los ingiera a través de comida o agua
contaminada con las heces de una persona infectada y asi comenzar otra ronda
de infeccion. Los mecanismos moleculares que regulan estos eventos no han sido
caracterizados en su totalidad, aunque se han identificado algunos genes implicados

en la patogénesis de las amibas (17).

1.2.4. Genoma de Entamoeba histolytica

El primer borrador del genoma del parésito protozoario E.histolytica fue pu-
blicado en el 2005 (31), en un esfuerzo conjunto del Instituto Sanger y el Instituto
de Investigacién Gendémica (TIGR) del Reino Unido y Estados Unidos de Nor-
teamérica respectivamente. Actualmente el genoma de este pérasito estd siendo
reanotado y puede accederse a él en el centro de recursos bioinformaticos del Insti-
tuto Nacional de Alergias y Enfermedades Infecciosas de Estados Unidos (NIAID)
PATHEMA-ENTAMOEBA.

Recientemente una revisién de la estructura y contenido del genoma ha sido
publicada (11), en esta revisién se reportan un genoma de 23.7 Mbp y un con-
tenido total de 9938 genes en el genoma de este parésito, debido a la constante
curacion de la base de datos, el niimero actual de genes es de 8197. Un resumen de
las caracteristicas moleculares en comparacién con otros organismos eucariontes
se muestra en la figura 6. Un resultado del analisis del genoma ha sido la identifi-
cacion del dominio Myb como el més comin de los relacionados con la regulacién
transcripcional (11). Por otro lado es pertinente sefialar las similitudes moleculares
que comparte E.histolytica con el organismo amoeboide Disctiostellium discoideum
por ejemplo el contenido de GC de 24.1% y 22.5% respectivamente. Por otro lado
se ha descrito que estos dos organismos de tipo amoeboide comparten alrededor de
1, 510 familias de genes, representando 3,216 genes de Disctiostellium discoideum
y 3, 833 genes de E.histolytica, en este contexto podemos pensar que la informa-
cion generada respecto a la funcién de algunos genes en Disctiostellium discoideum
podria ser una buena aproximacién para comenzar el estudio de sus ortélogos en
el parésito protozoario E.histolytica (49).

El genoma de E.hitolytica es sin duda una fuente de informacién muy valiosa,

que representa un avance significativo en el entendimiento de los mecanismos que
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Fig. 5: Ciclo de vida de Entamoeba histolytica

- La infeccién comienza con la ingestién de agua o comida contaminada con
quistes de E. histolytica. En el lumen del intestino se desenquista y cambia a
la forma invasiva de trofozoito. En la mayoria de las infecciones los trofozoitos
se agregan en la capa de mucina del intestino y forman nuevos quistes. Lo
cual es una enfermedad autolimitante y asintomética. En algunos casos los
trofozoitos inician la invasién del colén por medio de la adhesién y lisis de las
células del epitelio. Posteriormente el parasito puede diseminarse al peritoneo,
al higado u tros sitios. Tomado de Haque, 2003 (23).
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81

Entamoeba Plasmodium Dictyostelium Saccharomyces Encephalitozoon

Statistic® histolytica falciparum discoideum cerevisiae cuniculi
Genome Size (Mbp) 237 228 33.8 12.5 2:5
G + C content (%) 241 19.4 22.5 38 455
Gene number 9938 5268 12,500 5538 1997
Av. gene size (bp) 1167 2534 1756 1428 1077
% coding DNA 49.2 ' 52,6 ND 70.5 ND
Av. protein size (aa) 389 761 518 475 359
Av. intergenic 0.8 1.7 0.8 0.6 0.1

dist. (kb)
Gene density 19 43 25 2.2kb 1.1

(kb per gene)
% Genes with introns 25.2 54 69 5 <1
Av. intron size (bp) 102.1 179 146 ND -
Av. number of 1.5 26 19 1 1

introns/gene

Fig. 6: Caracteristicas del genoma de Entamoeba histolytica y comparacién de éstas con las de

otros organismos eucariontes
. Tomado de Clarck, 2007 (11).



le permiten a este organismo parasitar al hospedero, evadir la respuesta inmune,
matar y fagocitar células blanco y el enquistamiento entre otros. De esta manera
el anilisis de la informacién contenida en el genoma se presenta como uno de los
retos actuales mas importantes en el estudio de la biologia del parasito protozoario
E.histolytica.

1.3. Antecedentes particulares del proyecto
1.3.1. Proteinas MYB como factores de transcripcién

Los genes myb, fueron primeramente identificados como la contraparte celular
normal (c-myb) del oncogen v-myb, que es el gen transformador del virus de la mie-
loblastosis en aves, el cual codifica para una proteina nuclear que se une al ADN
de forma secuencia especifica y se ha propuesto funciona como un trans-activador
transcripcional (30, 5). El gen prototipo c-myb es expresado predominantemen-
te en células hematopoyéticas inmaduras y codifica para al menos 2 productos
traduccionales de 75 y 89 kDa, respectivamente (14). Actualmente se han identi-
ficado un gran ndmero de genes pertenecientes a esta familia que se encuentran
conservados y distribuidos a lo largo de la espiral evolutiva. Se han encontrado
homélogos en vertebrados, parisitos protozoarios, ciliados y particularmente en
plantas (12, 39, 51, 45, 50, 46). Los productos protéicos de estos genes intervie-
nen en multiples procesos celulares, por ejemplo, en plantas las funciones de las
proteinas Myb incluyen la regulacién del metabolismo secundario, el control de
la morfogénesis celular y la regulacién de la formacién de meristemos y el ciclo
celular (29). Es pertinente sefialar que si bien la mayoria de las proteinas de tipo
Myb descritas actiian como factores de transcripcién, existen algunas que no lo
son, un ejemplo de éstas son las protefnas de unién a telomeros (TRFs) (38).

Las proteinas de tipo Myb se caracterizan por la presencia de un dominio de
unién a ADN estructuralmente muy conservado, denominado dominio MYB, el
cual esta conformado por 3 repetidos imperfectos de aproximadamente 52 aa en
la regién amino terminal de la proteina. Dentro de cada repetido se encuentran
una serie de 3 triptofanos espaciados regularmente cada 18 o 19 aa (47). Cada

uno de estos repetidos adopta una conformacién hélice-vuelta-hélice, ademis se ha
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propuesto que la tercera hélice de los repetidos 2 y 3 son las responsables de inter-
accionar directamente con el ADN, intercalindose en el surco mayor (27) como se
muestra en la figura 7. Las protefnas Myb se clasifican de acuerdo con el niimero
de repetidos que tengan en 3 categorias: las de 3 repetidos (R1R2R3), las de dos
(R2R3) y las de un solo repetido (R2/R3). Las proteinas Myb canénicas (que se
denominan A, B y C) de mamiferos poseen con 3 repetidos y reconocen la misma
secuencia consenso en el ADN: [T/C]AAC[G/T]G denominado Elemento de Re-
conocimiento a MYB (del inglés, MRE), aunque el reconocimiento varia en afinidad
para cada proteina (4). El dominio de activacién se encuentra en la regién carbo-
xilo terminal adyacente al DBD, sin embargo estas regiones no estdn conservadas
y varian de una proteina a otra, de ahi su multifuncionalidad. Por ejemplo, se ha
descrito que c-myb es capaz de interaccionar con una gran variedad de factores de
transcripciéon como son: p300/CBP, NF-M, C-EBP-beta, Ets2, PU.1-c/EBP-alfa y
AMLI entre otros (38). Con respecto a los genes myb R2R3, éstos han sido descri-
tos, en su mayoria en plantas, como parte de una familia multigénica en contraste
con los genes canénicos en vertebrados (R1R2R3) con relativamente pocos miem-
bros. Por ejemplo en Arabidopsis thaliana se han identificado 125 genes myb, en el
maiz se han identificado mas de 80, 30 en Petunia hybrida y aproximadamente 200
en el algodén. La funcién de la mayoria de éstos genes es desconocida pero el estu-
dio de algunos de ellos ha permitido definir al menos 3 funciones importantes para
estos factores de transcripcién: control del metabolismo secundario, regulacién de
la morfogénesis celular y mediador en rutas de transduccién de sefiales como puede
ser en respuesta al estrés abidtico y al ataque por patégenos (28). Las proteinas
con un solo dominio MYB conservan su capacidad de unién a ADN y han sido
descritas en plantas, algas y en el organismo amoeboide Dictyostelium discoideum
(46, 18, 32, 21). Dentro de las proteinas con un solo repetido, se encuentra una
subfamilia que se caracteriza por la presencia de un motivo conservado en la tercer
hélice del dominio y que es denominado SHAQKYF, donde la alanina sustituye al
tercer triptofano caracteristico de los dominios MYB canénicos. Estos genes han
sido identificados en diferentes organismos, por ejemplo: el gen ZmMybst! rela-
cionado con el desarrollo del endospermo en Zea mays (24). Mybst! posiblemente

involucrado en la expresién de genes tejido-especificos en Solanum tuberosum (2),

20



OsMybS1, S2 y S8 como reguladores de la expresion del gen de la alfa-amilasa
en respuesta a hormonas y azicar en Oryza sativa (32), LeMybI involucrado en
la regulacion de la expresién de los genes RBCS1, S2 y S84 en Lycopersicon es-
culentum (45), HuMybS3 como activador transcripcional durante el desarrollo del
endospermo en Hordeum vulgare y MybE involucrado en la diferenciacién celular
en Dictyostelium discoideum (18). Ademas en algunos casos se ha determinado su
capacidad de unién secuencia especifica como en Dictyostelium discoideum donde
MybE es capaz de unirse a la secuencia AAC[A/T]GTT (18) y en Oryza sativa las
proteinas OsMYBS1,52 y S3 a la secuencia TATCCA (32). Estos elementos varian

respecto al descrito para las proteinas canénicas de mamiferos.

1.3.2. Transcripcién en E.histolytica

En el genoma de E.histolytica se han identificado 10 homélogos para las subuni-
dades de la ARN polimerasa II, faltando los de las subunidades 4 y 12. Ademés en
lo que se refiere a los factores de transcripcién generales se han encontrado homélo-
gos s6lo para TFIL E, F , H y TFIID, para este tltimo sélo se han identificado 6 de
las 14 subunidades que lo conforman (11). Con respecto a la caracterizacién de los
factores de transcripcién en este parasito se han reportado: la proteina de unién a
URE3 (URE3-BP) (20) involucrado en la regulacién de los genes de ferredoxina y
la subunidad pesada de la lectina Gal/GalNAc, EhEBP1 y EhEBP2 involucrados
en la regulacién del gen hgl5 (48), ademas la proteina de unién a la caja TATA
EhTBP (33) y Ehp53 (35) han sido caracterizados como los ortélogos de TBP y
p53 de mamiferos, respectivamente.

En lo que se refiere a los elementos de control en cis de la transcripcién en
este parasito, se ha reportado una estructura tripartita para los promotores de
E.histolytica que consiste en 3 elementos conservados: la caja TATA, el elemen-
to GAAC y el INR (42). Es pertinente senalar que no todos los promotores de
E.histolytica tienen esta estructura, por ejemplo la regién promotora del gen eh-
rabB carece de la caja TATA y el INR (44).

Es evidente lo poco que se conoce de la regulacién transcripciénal en este
pardsito, ademds considerando que las células eucariéticas contienen miles de ge-
nes que codifican para proteinas y su transcripcién debe estar intrincadamente
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Fig. 7: Dominio de Unién a ADN de c-Myb.
En azul se muestra el templado de ADN. Se muestra la parte correspondiente
a los repetidos R2 y R3 del dominio de unién a ADN , Tesponsables de la
interaccién con los 4cidos nucleicos. En verde las hélices 1, en amarillo las
segundas hélices (vuelta) y en rojo las terceras hélices, donde se encuentran

los residuos que interaccionan directamente con el ADN, tanto para R2 como
para R3. Tomado de Ogata, 1994 (37).
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coordinada tanto en tiempo como en espacio, la necesidad de conocer mis acerca
de estos mecanismos y particularmente de los factores de transcripciéon involu-
crados en la regulacién de genes relevantes para los procesos de patogénesis del
pardsito, se manifiesta por demds necesaria e interesante.

Por lo anteriormente expuesto, en este trabajo se inici6 el estudio de los genes
myb con motivo SHAKQYF, tanto desde el punto de vista bioinoformitico, como

una caracterizacion inicial de sus funciones biolégicas.
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2. Hipétesis y Objetivos

2.1. Hipdtesis

Los genes ehmyb SHAQKYTF predichos en el genoma de E.histolytica son pro-
teinas de unién a ADN y su expresién puede ser modulada en respuesta a diferentes

estimulos.

2.2. Objetivos

Objetivo General

Identificar el repertorio completo de las proteinas MYB con el motivo SHAQKYF
en el genoma de E.histolytica, analizar su expresion y caracterizar la capacidad de

unién de la proteina EhMybS3r.

Objetivos particulares

1. Obtener la filogenia de las protefnas EhMyb con el motivo SHAQKYF de
E.histolytica.

2. Predecir la estructura secundaria y terciaria asi como los dominios funcio-
nales de las proteinas Ehmybs1, Ehmybs?2 y Ehmybs3 de E.histolytica.

3. Analizar los cambios en los niveles de expresién de los genes Ehmybsl,

Ehmybs2 y Ehmybs3 en E.histolytica en condiciones de estrés caldrico.

4. Analizar los cambios en los niveles de expresién de los genes Ehmabsl,
Ehmybs2 y Ehmybs3en E.histolytica en condiciones de eritrofagocitosis.

9. Determinar la capacidad de unién a ADN de la proteina EhMybS3r con el
motivo SHAQKYF de E.histolytica.

6. Buscar las posibles secuencias blanco de proteinas EhMyb SHAQKYTF en

los promotores de genes en el genoma de E. histolytica.
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3. Estrategia experimental

3.1. Busqueda de secuencias homélogas, alineamientos

y reconstruccion filogenética.

Utilizando como sonda la secuencia de una proteina Myb SHAQKYTF previa-
mente identificada, con nimero de acceso EHI_092160 de la base de datos Pathema
Entamoeba (http://pathena. jcvi.org/tigr-scripts/Entamoeba/ PathemaHomePage.
cgi) se realiz6 una bisqueda utilizando el algortimo Blast-p en el mismo servi-
dor contra el genoma de E.histolytica, para identificar posibles genes paralogos.
Ademds, también se realiz6 una bisqueda utilizando la herramienta psi-Blast en
el servidor NCBI ( http://blast.ncbi .nlm.nih.gov/Blast.cgi ) contra todos
los organismos para buscar ortélogos de las proteinas de tipo Myb SHAQKYF,
utilizando tantas iteraciones como fueran necesarias hasta no obtener mas hits.

Posteriormente, las secuencias obtenidas fueron alineadas utilizando el progra-
ma Muscle (15) utilizando los parametros por default a excepcion del nimero de
iteraciones y el valor del Gap Open Score, utilizando 8 y -5 respectivamente.

Una vez obtenidos los alineamientos, éstos fueron cortados con el progra-
ma GBlocks 0.91b, seleccionando de esta manera la regién més conservada. Los

pardmetros de corte se establecieron como sigue:

Nimero minimo de secuencias para una posicién conservada: 6
Nimero minimo de secuencias para una posicién flanqueante : 6
Nimero méximo de posiciones contiguas no conservadas: 32000
Longitud minima del bloque: 10

Frs W e

Permitir gaps: Todos

Posteriormente se seleccioné el mejor modelo de sustitucién de aminodcidos pa-
ra los alineamientos recortados, utilizando el programa ProtTest (http://darvin.
uvigo.es/software/prottest.html). Con este modelo se construyeron los drbo-
les filogenéticos por el método bayesiano con ayuda del programa Mr.Bayes, final-

mente se edité el drbol con FigTree 2.1.
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3.2. Prediccion de estructura y dominios funcionales
de las proteinas EnMyb con el motivo SHAQKYF
de E.histolytica.

La prediccién de estructura secundaria para cada una de las secuencias se
realiz6 con el servidor Jpred (http://wwv.compbio.dundee.ac .uk/~wwu-jpred/).
La prediccién de estructura terciaria se realizé por homologia utilizando para este
fin el servidor Phyre (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre/). Para la visuali-
zacion de las estructuras se utilizé el programa MacPyMOL 2006.

Con el servidor pfam (http://pfam.sanger.ac.uk/) se realizé la prediccién de
dominios funcionales, ademés se buscé posibles sefiales de localizacién nuclear utili-
zando el servidor predictNLS (http://cubic.bioc.columbia.edu/predictNLS/)

para cada una de las secuencias bajo estudio.

3.3. Analisis de los niveles de expresién de los genes
ehmyb SHAQKYF en E.histolytica.

3.3.1. Cultivo in vitro de trofozoitos de E.histolytica

Los trofozoitos de E. histolytica de la cepa HMI:IMSS, amablemente donados
por la Dra. Esther Orozco Orozco del Departamento de Infectémica y Patogénesis
Molecular del CINVESTAV-IPN, se cultivaron en medio TYI-S-33 complemetando
con 3% de vitaminas de Diamond (Sigma) y suplementado con 20% de suero
bovino (Equitech) penicilina (100 U/ml) y estreptomicina (100  g/ml) en botellas

para cultivo y éstas se incubaron a 37° C.

3.3.2. Obtencion de ADN genémico de E.histolytica

El ADN genémico se obtuvo de trofozoitos de la cepa HMI:IMSS mediante el
uso del kit Wizard Genomic ADN Purification (Promega) segiin las indicaciones
del fabricante. Este kit esta basado en una extraccién de 4 pasos en los cuales
primeramente las células y los nicleos se rompen utilizando una solucién de lisis

de nicleos, en seguida se realiza una digestién con RNasa para posteriormente
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realizar una precipitacién de las proteinas con la solucién precipitante, finalmente
el ADN es precipitado con isopropanol y resuspendido en solucién de rehidratacion
de ADN. El ADN genémico obtenido asi se cuantificé por espectrofotometria a
260 nm utilizando la ecuacién 3.1 dénde FD es el factor de dilucién empleado. Se
hicieron alicuotas y se almacené a -20 C. E1 ADN genémico obtenido asi se empleo

como control positivo en todas las reacciones de RT-PCR.

ADN pg/ml = (A260nm)(50)(F D) (1)

3.3.3. Diseno de los oligonucleétidos para PCR y clonacién

El diseno de los oligonucledtidos se realizé de acuerdo a la secuencia de los
genes completos encontrados en la base de datos de Pathema Entamoeba. Los oli-
gonucleétidos se disefiaron para utilizarlos como cebadores para la amplificacion
de los genes bajo estudio en las reacciones de PCR y ademas para su clonacién
en un vector de expresién. Es por ello que se les adicionaron los sitios de corte
para las enzimas BamHI y Xhol para los oligos en sentido y antisentido respecti-
vamente. Asi mismo fue necesario adicionar 6 bases extras para permitir el corte
de las enzimas de restriccién en el producto de ADN amplificado (ver Tabla 1).
En todos los genes analizados se verificé que no tuvieran sitios de corte interno
para estas enzimas de restriccion. Finalmente se realizé un blastn contra el genoma
de E.histolytica para asegurarnos que los oligonucleétidos fueran especificos para

cada gen en estudio.

3.3.4. RT-PCR en tiempo final en condiciones basales de cultivo

El ARNtotal se obtuvo de trofozoitos de la cepa HMI:IMSS mediante el uso
del kit SV Total RNA Extraction (Promega) de acuerdo a las indicaciones del
fabricante. Para ello entre 5x103-5x10° trofozoitos obtenidos de cultivos confluentes
se cosecharon en tubos cénicos de 50 ml a 2500 rpm por 15 min Se realizé un lavado
con amortiguador PBS y se contaron en cdmara de Neubauer en miscroscopio con
el objetivo de 40X de acuerdo con la ecuacién 3.2, dénde CT es el total de células,
NCC es el Niimero de Células Contadas y VT es el Voliimen Total.
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Tabla 1: Secuencias de los oligonucleétidos disefiados

Gen Orientacién Secuencia

FEhmybs1 Sentido 5- GAGTCGGGATCCATGTCTAGTTTTGGTGCATAC- 3’

Ehmybs1 Antisentido | 5- GAGTCGCTCGAGCTAATTGGTATAAATCGGATG-3’

Ehmybs2 Sentido 5 -GAGTCGGGATCCATGTCCCTTCACTGTTGTCAA-3’

Ehmybs2 Antisentido | 5- GAGTCGCTCGAGTTAATCAGTATAAATTGGATG-3’

Ehmybs8 Sentido 5 -GAGTCGGGATCCATGTCAATTTCACCTCATGAT-3’

Ehmybs3 Antisentido | 5- GAGTCGCTCGAGTTAATAACATAAATCCAAAGT-3’
Peroziferredozina Sentido 5 -TTGTCCAACAGAAATGATTG-3’
Peroziferredorina | Antisentido 5- ATGACAATAAACTGAATCTA-3

25sTARN Sentido 5 GCGGACGGCTCATTATAA 3

25srARN Antisentido 5 ATTGTCGTGGCATCCTAAC 3’

Estos oligonucleétidos se disehiaron tanto para la reaccién de RT-PCR asi como para clonacién en un vector de expresion.
En itélicas se muestran las bases agregadas para que la enzima pueda cortar adecuadamente, en negritas se muestra los sitios
de corte de las enzimas BamHI y Xhol



[CT] = (NCC)(10000)(VT) (2)

Las pastillas obtenidas se resuspendieron en una solucién de lisis celular, pos-
teriormente se adicioné buffer de dilucién (Promega), se mezcls por inversion y
se incub6 a 70 °C por 3 min, para después centrifugarse a 14 000 x g durante 10
min Al sobrenadante asi recuperado se le agregé etanol al 95% y se transfirié a
una columna de separacién la cual fue centrifugada a 14 000 x g por 1 min Pos-
teriormente, se agregé solucién de lavado (Promega) y se centrifugd nuevamente a
14 000 x g por 1 min Para eliminar el ADN contaminante se agregaron 50 ul de
solucién de DNAsa y se incubé durante 15 minutos a temperatura ambiente. La
actividad de la DNAsa se detuvo agregando 200 4l de solucién de paro de DN Asa
y se centrifugé a 14,000 x g durante 1 min Se realizaron dos lavados con 600 pl de
solucién de lavado y se centrifugé a 14,000 x g durante 1 min Por ultimo, el ARN
total se eluy6 con 100 ul de agua libre de nucleasas y se centrifugé a 14000 x g por
1 minuto. EI ARNtotal asi obtenido se cuantificé por espectrofotometria a 260 nm
utilizando la ecuacién 3.3 donde FD es el factor de dilucién empleado. Este fue
alicuotado y se almacené a -70 C hasta su uso. Una alicuota se utilizé para cargar
un gel de agarosa al 1% con bromuro de etidio para verificar la integridad del ARN
total ttcon base en el patrén de corrimiento electroforético en amortiguador TAE

1X. El gel se visualiz6 con luz UV con un fotodocumentador Molecular Imager Gel
Doc XR (Biorad).

ARN pg/ml = (A260nm)(44)(FD) (3)

Reaccién de retrotranscripciéon

Se utilizé 1 pug de ARNtotal extraido de trofozoitos en condiciones basales de
cultivo. Este se traté con DNAsa de acuerdo a la reaccién mostrada en la tabla 2
por 12 min a 37 °C. Una vez finalizado el tratamiento se adicion6 EDTA 25mM y
se incubé a 70 © C por 12 min para desactivar a la enzima. La reaccién de RT-PCR
se realizé con 1 ug de RNA total, 0.5 ug de oligo dT (generosamente donado por el
Dr. Cesar Lépez Camarillo del Posgrado en Ciencias Gendmicas), 5 mM de DTT,
ImM de dNTPs, 5mM de MgCl2, y 1 U de enzima Improm-II (Promega) tal y
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Tabla 2: Mezcla de reaccién para el tratamiento de DNAsa del ARN.

Reactivo ny
ARN (1pg/uL) 1
RNAsin 0.5

Dnasa Buffer 10 X | 0.5
Dnasa (1U/uL) 2
H20 1

como se muestra en la tabla 3. Las condiciones de reaccién fueron las siguientes: 5
minutos a temperatura ambiente (Alineamiento), una h a 42 °C (Extensién) y 15
minutos a 70 °C (Inactivacién). E1 cDNA obtenido asf se utilizé como templado
para la amplificacién de los genes Ehmybs1, Ehmybs2 y Ehmybs3 por PCR o se

almacend a -20 °C hasta su uso.

Tabla 3: Mezcla para la reaccién de retrotranscripcién

Reactivo Basal(uL) | RT -(uL)
ARN tratado (1ug total) 7 7
Oligo dT tratado 1 1
DTT 0.1 M 1 1
Buffer RT 5X 4 4
MgCl2 25 mM 4 4
dNTP’s 10 mM 2 2
RT Improm II 1 0
H20 0 1
Volumen total 20 20

Reacciéon en Cadena de la Polimerasa

Se utilizé 1 pl del cDNA obtenido como templado, para cada una de las reaccio-
nes de PCR. Para la mezcla de reaccién se utilizaron las siguientes concentraciones
finales de cada reactivo: 0.5 mM de cada oligonucleétido, 0.2 mM de dNTPs, 2.5
mM de MgClI2 y 1 U de la enzima GoTaq DNA Polymerase (Promega). Para am-

plificar cada uno de los genes se utilizaron los oligonucleétidos especificos (Tabla 1)

30



Condiciones PCR
150 P
130 |

110 | 94c §oac

| Smn.f 305
90 bk e mc
: 30s : 7min

i
|
70 | 56°C

! 45 >

>

50 |

Temperatura ® C

30 ! {
26 Ciclos sC
10 | |

.10 ! s
Tiempo

Fig. 8: Condiciones de amplificacién.
Las regiones marcadas como A y B indican el proceso de desnaturalizacién, la zona C
es la de alineamiento, la D es la zona de polimerizacién, E la de extensién y F la de
mantenimiento.

y como control de carga se usé el gen 25s TARN. Asf mismo se utiliz6 ADN genémi-
co como templado para control positivo de cada uno de los genes. Las cantidades
empleadas en cada protocolo se muestran en la tabla 4.

Las reacciones de PCR se realizaron de acuerdo al programa mostrado en
la figura 8. Finalmente los productos de amplificacién se corrieron en un gel de
agarosa al 1% a 120V. El gel se visualizé con luz UV con un fotodocumentador
Molecular Imager Gel Doc XR (Biorad).

3.3.5. Cinéticas de amplificacién para los genes Ehmybs1, Ehmybs2
y Ehmybs3 .

Para asegurarnos que los genes Ehmybs1, Ehmybs2 y Ehmybs3 se amplificaran
en la fase lineal de la curva de amplificacién, se realizé una cinética de ciclado
para cada uno de los genes bajo estudio. Para ello usamos el cDNA obtenido en
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Tabla 4: Mezclas de reaccién para PCR.

Reactivo Gen(uL) | RT -(uL) | PCR(+)(uL) PCR(-)(uL)
ADN genémico (100ng/uL) 0 0 1 0
cDNA (Basal) 1 0 0 0
cDNA (RT-) 0 1 0 0
PF (50 uM) 0.5 0.5 0.5 0.5
PR (50 uM) 0.5 0.5 0.5 0.5
Buffer Green (5X) 10 10 10 10
MgCI2 (25 mM) 5 5 5 5
dNTP’s (10 mM) 1 1 i 1
Go Taq (5 U/uL) 0.2 0.2 0.2 0.2
H20 cbp 50 cbp 50 cbp 50 cbp 50
Volumen total 50 50 50 50

Se realizaron las siguientes 4 reacciones para cada uno de los genes en estudio en la cual se utilizé el cDNA de la condicién

basal y los primers son los especificos para cada gen. Las columnas 3,4 y 5 se refieren a los controles, en este caso utilizando
los primers para el gen 25s TARN.



las condiciones basales de cultivo y se realizé una cinética de 18, 20, 22, 24, 26,
28, 30, 32, 34 y 36 ciclos manteniendo las demss condiciones de la PCR. como se

describieron anteriormente.

3.3.6. RT-PCR en tiempo final en condiciones de estrés caldrico.

Para analizar los cambios en la expresion de los genes Ehmybs!, Ehmybs2 y
Ehmybs3 en respuesta a estrés inducido por calor, los trofozoitos de E.histolytica
de la cepa HML:IMSS se cultivaron a 42 © C por 4 hrs, en paralelo se incluy$ un
control el cual se mantuvo a 37 °C. Posteriomente, se extrajo el ARNtotal y se
sintetizé el ¢cDNA como se describié anteriormente. Las reacciones de PCR se
realizaron como se muestra en la tabla 5. Finalmente los productos de amplificacién
se corrieron en un gel de agarosa al 1% a 120 V. El gel se visualizé con luz UV

con un fotodocumentador Molecular Imager Gel Doc XR (Biorad).

3.3.7.  RT-PCR en tiempo final en condiciones de eritrofagocitasis.

Obtencién de eritrocitos humanos.

Se extrajeron 5 ml de sangre periférica de tipo O Rh -, se agregaron 10 ml
de solucién Alsever (4cido acético 0.055 %, citrato de sodio 0.8%, NaCl 0.42% y
Dextrosa 2.05%) y se centrifugé a 2500 rpm por 5 min Se desecho el sobrenadan-
te y se repitieron 4 lavados con la misma solucién centrifugando en las mismas
condiciones para eliminar el suero y los leucocitos. Finalmente los eritrocitos se

ajustaron a una concentracién de 1 x 108 células /ml.

Eritrofagocitosis

Se obtuvieron cultivos de trofozoitos de E. histolytica después de haber sido
pasados por higado de hamster dorados, Cricetus auratus, los cuales fueron genero-
samente donados por el Dr. Alfonso Olivos de la Unidad de Medicina Experimental
del Hospital General de México.

Los trofozoitos se cosecharon y se resuspendieron en medio TYT sin suero
ajustidndolos a una concentracién de 1x 10° células/ml. Se adicionaron eritroci-
tos en relacién 1 trofozoito: 100 eritrocitos y se incubaron a 37° C por 5, 15 y

30 min. Al tubo correspondiente al tiempo 0 no se le adicionaron eritrocitos, pero
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Tabla 5: Protocolo de PCR utilizado para la condicién de estrés calérico

Reactivo Basal(uL) | EC (uL) RT(-)(uL) | PCR(+)(uL) PCR(-)(uL)
ADN genémico (100ng/uL) 0 0 0 1 0
cDNA (Basal) 1 0 0 0 0
cDNA (EC) 0 1 0 0 0
cDNA (RT-) 0 0 1 0 0
PF (50 uM) 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
PR (50 uM) 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Buffer Green (5X) 10 10 10 10 10
MgClI2 (25 mM) 5 5 ) S 3
dNTP’s (10 mM) 1 1 1 1 1
Go Taq (5 U/uL) 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2
H20 cbp 50 cbp 50 cbp 50 cbp 50 cbp 50
Volumen total 50 50 50 50 50




los trofozoitos se mantuvieron en las mismas condiciones que los demas. Una vez
terminados los tiempos de interaccién se adicionaron 40 ml de agua MilliQ estéril
para lisar los eritrocitos no fagocitados durante 10 min Posteriormente se centri-
fugé a 2500 rpm por 15 min se desecho el sobrenadante y se lavé con 25 ml de
PBS pH 7.0 Se centrifugé de nuevo a 2500 rpm por 15 min Finalmente, se extrajo
el ARNtotal de acuerdo al protocolo del kit SV Total RNA Extraction (Promega)
como se describié anteriormente.

Una vez extraido el ARNtotal éste se cuantifics por espectrofotometria a 260
nm y se verificé la integridad con base en el patrén de corrimiento electroforético
en un gel de agarosa al 1% el cual se corrié a 120 V y se visualizé con luz UV con
un fotodocumentador Molecular Imager Gel Doc XR (Biorad).

Se realizaron las reacciones de PCR como se muestra en la tabla 6.

3.4. Clonacién y Secuenciacién de los genes Fhmybs1
y Ehmyb21

Los productos de amplificacién se clonaron en el vector TOPO TA 2.1 (Invi-
trogen). La reaccién se llevé a cabo de acuerdo al protocolo del proveedor, en la
tabla 7 se muestra los componentes de la reaccién. La mezcla se incubé a tempe-
ratura ambiente por 5 min posteriormente se puso en hielo y se transformaron las
células competentes con 2 plde la reaccién de clonacién por cada vial con célu-
las competentes One Shot E.coli DH5 o (Invitrogen, componente del kit) v se
mezclé suavemente. Posteriormente se dio un choque térmico por 30 s a 42 °C y
15 min en hielo. Se recuperé a las células en medio SOC a 37°Cpor1ha 200
rpm. Finalmente se espatularon 50 pl de células en cajas petri con medio Luria
con 50 pug/ml de ampicilina y se incubaron a 37 °C toda la noche. Las colonias
obtenidas se picaron y se crecieron en 5 ml de medio Luria Ampicilina liquido a
37 © C toda la noche.

3.4.1. Obtencién de plasmidos y restriccién enzimatica.

Los cultivos correspondientes a las colonias obtenidas en la clonacién se pro-

cesaron para la obtencién de los plasmidos, primero se cosecharon a 14000 x g
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Tabla 6: Protocolo de PCR utilizado para la condicién de eritrofagocitosis

Reactivo 0" (kL) | 5 (pL) | 15’ (uL) | 30’ (uL) RT(-)(uL) | PCR(+)(pL) | PCR(-)(uL)
ADN genémico (100ng/uL) 0 0 0 0 0 1 0
cDNA (Basal) 1 0 0 0 0 0 0
c¢DNA (Eritro) 0 1 1 1 0 0 0
cDNA (RT-) 0 0 0 0 1 0 0
PF (50 uM) 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
PR (50 uM) 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5
Buffer Green (5X) 10 10 10 10 10 10 10
MgCI2 (25 mM) 5 ) 5 5 5 5 5
dNTP’s (10 mM) 1 1 1 1 1 1 1
Go Taq (5 U/uL) 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2

H20 cbp 50 | ¢cbp 50 | cbp 50 cbp 50 cbp 50 cbp 50 cbp 50

Volumen total 50 50 50 50 50 50 50




Tabla 7: Mezcla de reacciéon para clonacién en el vector TOPO TA
2.1

Reactivo (uL)
Producto de PCR | 0.5 a 4
Solucion salina 1
H20 cbp 5
Vector TOPO 1
Volumen final 6

durante 2 min y las pastillas se resuspendieron en solucién TS, a las pastillas re-
suspendidas se les agregd solucién ELT y se incubaron a temperatura ambiente
por 5 min. Posteriormente los tubos se incubaron a 70 °C por 10 min. Una vez
finalizada la incubacién se realizé una centrifugacién a 14 000 x g por 15 min Se
recuper? el sobrenadante y se adicioné un volumen igual de PEG para su precipi-
tacién y se agité suavemente. Se incub6 por 20 min a temperatura ambiente y se
centrifugd a 14,000 x g por 3 min La pastilla de ADN se secé y se resuspendié en
agua MilliQ estéril.

El plasmido extraido se restringié con las enzimas BamHI y Xhol (New En-
gland). Se cargo 1 ul del producto de la restriccién en un gel de agarosa al 1%
para verificar la liberacién del inserto correspondiente al tamafio completo de ca-
da uno de los genes. Una vez verificada la liberacion del inserto, se seleccionaron
colonias y se procesaron para la obtencién de ADN plasmidico de alta calidad y
pureza para su secuenciacién. En breve, las colonias seleccionadas se picaron y se
crecieron en medio Luria Ampicilina 100 pg/ml . Las células se procesaron para
la obtencién de pldsmido con el kit Wizard plus SV minipreps DNA Purification
System (Promega) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Se cosecharon las
células por centrifugacién y se adicioné solucién de resuspensién celular (Prome-
ga), posteriormente se lisaron con solucién de lisis y se incubé con solucién de
proteasa alcalina por 5 min a temperatura ambiente. Una vez terminada la incu-
bacién se agregd solucién de neutralizacién (Promega) y se centrifugé a 14 000
x g por 10 min. El sobrenadante fue recuperado y se paso por una columna de

purificacién centrifugando a 16 000 x g por 1 min Se adicioné solucién de lavado
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Tabla 8: Mezcla de reaccién de secuenciacién

Reactivo Cantidad
Big Dye 2 uL
Buffer 3 uL
Primer S o AS(10 picomolar) 1l
ADNplasmidico 400 ng
H20 cbp 20 uL

Tabla 9: Reaccién de Secuenciacién

Temperatura (°C) | Tiempo (min) | Ciclos
96 120 1
96 10
50 5] 40
60 240
4 10 1

y se centrifugé a 16 000 x g por 2 min Finalmente se recuperé el ADN plasmidico

de la columna con agua libre de nucleasas centrifugando a 16 000 x g por 1 min

3.4.2. Reaccién de secuenciaciéon de los genes Ehmybs1 y Ehmyb21

Los plasmidos obtenidos se cuantificaron por espectrofotometria a 260 /280 nm
y se corrieron en un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio. Para
estimar la concentracién de los plasmidos obtenidos se utilizé el marcador de talla
molecular de 1 Kb(Invitrogen). Se cargaron 1 pl de cada plasmido por pozo. Una,
vez cuantificados los pldsmidos se realizé la reaccién de secuenciacién como se des-
cribe en la tabla 8. de acuerdo al kit ABI Prism BigDye v3.1 (Applied Biosystem)
en un secuenciador automatico 31300 Genetic Analyzer (Applied Biosystem).

La reaccién de secuenciacién se llevé a cabo en un termociclador Thermoline
como se muestra en la tabla 9.

Las reacciones de PCR. se purificaron utilizando el kit DyeEx 2.0 Spin Kit
(QIAGEN). Para ello se preparé la columna por centrifugacién a 750 x g por 3
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min. La muestra se adicion6 a la matriz de la columna y se centrifugé de nuevo
para obtener los fragmentos amplificados libres de nucleétidos no incorporados.
Posteriormente se obtuvo una pastilla al evaporar el agua en un concentrador
(Eppendorf), a temperatura ambiente por 20 min y se resuspendié para finalmente

inyectarla al equipo.

3.5. Clonacién, expresién y purificacién de la proteina
EhMybS3 de E.histolytica.

Para la clonacién y expresién del gen se eligié el vector pGEX-6P-1 (GE Health-
care), amablemente donado por el Dr. Luis Brieba de Langebio Cinvestav-IPN.
Este vector utiliza el promotor tac, el cual se induce por el andlogo de lactosa,
isopropyl b-D thiogalactoside (IPTG), el mapa del vector se muestra en la figura
9. Ademis este vector tiene clonado el gen laclq, el cual codifica para una pro-
teina represora que en ausencia del IPTG previene la expresion de la proteina
recombinante, lo cual permite el control de la expresién hasta que el inductor es-
te presente. La proteina recombinante se genera como una proteina de fusién en
el extremo amino terminal con la proteina Glutathione S-transferasa (GST) de
Schistosoma japonicum, la cual tiene un peso molecular de 26 kDa. La obtencién
de la proteina recombinante fusionada con GST tiene como ventaja favorecer la
solubilidad y el correcto plegado de proteinas heterélogas en E. coli. Las proteinas
de fusién se purifican por medio de cromatografia de afinidad utilizando sepharosa-
glutation, posteriomente las impurezas se lavan y las proteinas de fusién se eluyen
en condiciones no-desnaturalizantes usando glutatién reducido preservando la an-

tigenicidad de la proteina y la funcién.

3.5.1. Obtencién del inserto para clonacién del gen Ehmybs3

El producto de PCR del gen de interés se amplificé a partir de cDNA obte-
nido de condiciones basales de cultivo de E. histolytica y se purificé por columna
utilizando el kit Wizard SV Gel Extraction (Promega). Para crear los sitios de
clonacién en el gen, se procedié a cortar con las enzimas correspondientes BamHI
y Xhol (New England Biolabs). La reaccién se incubé a 37 °C por 2 h Una vez
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GEX-6P-1(27-4597-01)
PreScission™ Protease

Leu Glu Val Leu Phe GIn iGly PrJ Leu Gly Ser Pro Glu Phe Pro Gly Arg Leu Glu Arg Pro His
CTG GAA GTT CTG TTC CAG GGG CCCCTG GGA TCC CCG GAATTC CCG GGT CGA CTC GAG CGG CCG CAT

BamH|  ECORI Sal | [ Notl

\
\

pGEX

~LS0C o

Fig. 9: Mapa del vector de expresién bacteriano pGEX-6P-1.
En la figura se muestra el mapa del vector de expresiéon pGEX-6P-1, y su
polilinker con los diferentes sitios de clonacién.
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terminado el tiempo de incubacién los productos de la restriccién se corrieron en
un gel de agarosa al 1% y se purificaron los fragmentos con el Kit Wizard SV Gel

Extraction (Promega) el DNA fue eluido en 50 .l de agua desionizada estéril.

3.5.2.  Obtencién del vector pGEX-6P-1

Para la obtencién del vector pGex-6P-1 (GE Healthcare Life Science) éste fue
transformado en células bacterianas DH5 a en cajas Petri con medio agar Lu-
ria Broth suplementado con ampicilina a una concentracién de 100 pg/ml. Del
cultivo obtenido se seleccioné una colonia y se crecié en 50 ml de medio Luria
Broth suplementado con ampicilina (100 ug/ml) por 16 h El cultivo bacteriano se
centrifugé en una microcentrifuga Allegra 25R Refrigerated Benchtop Centrifuge
(Beckman Coulter) y se procedié a la extraccion del ADN plasmidico utilizando el
Kit Midiprep (Qiagen) de acuerdo a las instrucciones del proveedor. La integridad
del ADN se verificé mediante electroforesis. Se procedié a realizar una reaccién
de restriccién utilizando las enzimas BamHI y Xhol (New England Biolabs) como
se describi6 anteriormente. El producto de corte se visualizé en un gel de agarosa
al 1% tefiido con bromuro de etidio. Una vez que se verificé que las dos enzimas
cortaron el vector, se procedi6 a preparar un gel preparativo de agarosa, some-
tiendo a electroforesis el volumen restante del producto de corte. Una banda de
aproximadamente 4.9 kilobases (kb) que correspondié al vector fue cortada con
una navaja y eluida del gel utilizando el Kit Wizard SV Gel Extraction (Promega)

de acuerdo a las instrucciones del proveedor.

3.5.3. Ligacién del gen Ehmybs8 en el plasmido pGEX-6P-1

El vector y los insertos purificados se ligaron utilizando la enzima T4 ligasa,
(Fermentas) con el kit Rapid Ligation (Fermentas). Como control negativo de la
ligacién se prepar6 una reaccién con el vector sin colocar el inserto y con la T4
ligasa. Si la reaccién de restriccién fue eficiente, ésta no debers de ligarse dado que
los sitios de restriccién BamHI y Xhol no son compatibles.

Posteriormente la reaccién de ligacién se utilizé para transformar células com-
petentes y éstas se plaquearon en cajas de cultivo petri con Medio Luria ampicilina

y se incubaron a 37 °C por toda la noche. Las colonias obtenidas se picaron y se
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crecieron en 5 ml de medio Luria ampicilina liquido y se incubaron a 37 ° C toda la
noche. Posteriormente los cultivos se cosecharon y se realizé la extraccion del ADN
plasmidico con Lisozima y se restringi6 utilizando las enzimas BamHI y Xhol. Los
productos se corrieron en un gel de agarosa al 1% y se verificé la liberacion del
inserto en la talla esperada (546 pb).

Se seleccionaron 4 colonias que liberaron inserto, se picaron de nuevo y se cre-
cieron para las purificacién del plasmido con el kit Wizard plus SV minipreps DNA
Purification System (Promega) y para su secuenciacién como se describié anterior-
mente para el vector TOPO TA 2.1.

3.5.4. Expresion de la proteina recombinante EhMybS3

El plasmido purificado y secuenciado se utilizé para transformar células com-
petentes E.coli de la cepa derivada de BL21 denominada Rossetta II II (generosa-
mente donada por el Dr. Luis Brieba de Langebio Cinvestav), la cual esta disenada
para la expresion de proteinas eucarioticas, ya que contiene 7 pldsmidos extras con
resistencia a cloranfenicol que codifican para tARNs que regularmente no se en-
cuentran en FE.coli. Las células transformadas se plaquearon en cajas de cultivo
con medio Luria-Ampicilina (100 ug/ml)-cloranfenicol (34 pg/ml) (LAC) y se in-
cubaron a 37 © C toda la noche y con una agitaciéon de 225 rpm. De las colonias
obtenidas se picé una y se crecié en 5 ml de medio liquido LAC a 37°C y con una
agitaciéon de 225 r.p.m toda la noche, éste cultivo celular se utilizé como inoculo
para sembrar 500 ml de medio LAC, éste se crecié hasta alcanzar una densidad
Optica a 600 nm entre 0.4 y 0.6. Una vez que se alcanzé la DO se adicioné IPTG
(Invitrogen) tal que la concentracién final fuera de 0.5mM y se indujo por 3 h a
37°C y con una agitacién de 225 rpm. En todos los cultivos se utilizé una concen-
tracién de 100 pg/ml de ampicilina y 34 pg/ml de cloranfenicol éste procedimiento
también se realizé en paralelo para el plasmido vacio para expresar a la proteina
GST que se utilizard como control en los ensayos de retardamiento. Se tomaron
muestras de ambos cultivos antes de inducir e inducido. Las muestras tomadas se
corrieron en un gel de poliacrilamida al 15 % en condiciones desnaturalizantes para

verificar si la proteina se habia inducido.
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3.5.5. Purificacién de la proteina EhMybS3r

Los cultivos ya inducidos se cosecharon en tubos cénicos de 50 ml por centri-
fugacién a 2500 rpm por 15 min Las pastillas se resuspendieron en amortiguador
de unién 1X pH 7.3 y se procesaron en Prensa French (marca Thermo Electron) a
1500 psi de presién. El lisado bacteriano se centrifugd a 8000 rpm por 45 min El
sobrenadante se inyecté en el cromatégrafo FPLC Aktaprime plus y la proteina se
purificé utilizando la columna GSTrap HP (GE Healthcare) y se recuperaron 10
fracciones.

Las fracciones se corrieron en un gel de poliacrilamida al 15% en condicio-
nes desnaturalizantes para verificar la fraccién enriquecida con la proteina de
interés. Esta fraccién se dializé en amortiguador PBS 1X pH 7.0 con EDTA 5
mM en una membrana de didlisis con un tamaiio de poro tal que no permitie-
ra el paso de proteinas mayores a 10 kDa durante toda la noche a 4°C. Final-
mente la proteina se cuantificé por espectrofotometria a 280 nm para ello se
determiné el coeficiente de extincién molar utilizando la herramienta de soft-
ware para el cdlculo de este pardmetro de la compaififa EnCor Biotechnology
(http://encorbio.com/protocols/Prot-Mi-Abs.htm). Para determinar la con-
centracion de la proteina se utilizé la ecuacién 3.4 donde CEM es el coeficiente de
extincién molar y PM es el peso molecular. La proteina EhMybS3r se almacené en
aliquotas de 50 pl a -70 °C hasta su uso.

[mg/mi] = (A280nm)/(CEM/PM) (4)

3.5.6. Ensayo de inmunodeteccién de la proteina EhMybS3r

Con la finalidad de verificar la identidad de la proteina expresada y purificada
se realizaron ensayos de inmunodeteccién utilizando un anticuerpo comercial anti-
GST (GE Healthcare). Para ello las diferentes fracciones durante la cromatografia
y los controles de induccién y no induccién se cargaron en un gel de poliacrilamida
al 15% en condiciones desnaturalizantes y se corrieron a 120 V. El gel se transfi-
rié a una membrana de nitrocelulosa de 0.45 ym utilizando buffer de transferencia
al 20% de metanol en una cédmara semihtimeda durante 30 min a 300 mAmp. La
membrana se tifio con rojo de Ponceau para verificar presencia e integridad de las
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proteinas transferidas. Posteriormente la membrana se bloqueé con TBS-Tween
0.05% al 5%de leche durante toda la noche. Una vez terminado el bloqueo la
membrana se incubé con el anticuerpo primario anti-GST en dilucién 1:10 000
durante 2 h a temperatura ambiente. Para eliminar el anticuerpo primario que no
se unié especificamente se realizaron 3 lavados de 10 min con TBS-Tween 0.05 %.
Finalmente la membrana se incubé con el anticuerpo secundario anti-chivo peroxi-
dado (Jackson ImmunoResearch) en dilucién 1: 35 000 durante 1 h y se realizaron 3
lavados con TBS-Tween al 0.05 %. La membrana se revels por quimioluminiscencia

utilizando el sustrato Inmobilon Western (MilliPore).

3.6. Andlisis bioquimico mediante ensayos de retarda-
miento de la proteina EhMybS3r de E.histolytica.

En este trabajo se utilizé un oligonucleétido que contenia la secuencia consen-
so del elemento de reconocimiento a Myb (ERM) del promotor mim-1 (por sus
siglas en inglés myb induced myeloid protein-1) de pollo. Este oligonuclestido se
utiliza como secuencia consenso para caracterizar a factores tipo Myb en otros
organismos como por ejemplo en el parésito Plasmodium falciparium (7). Tambien
se incluyé un oligonuclestido el cual contiene una versién mutada del ERM, lla-
mado mim-1M. La secuencias de los oligonucleétidos utilizados se muestran en la
tabla 10. Los oligonucleétidos se sintetizaron en la Unidad de Sintesis y Secuen-
ciacién de ADN del Instituto de Biotecnologia de la UNAM. La concentracién se
determiné por espectrofotometria a 260 nm en un NanoDrop-1000 UV-Vis Spec-
trophotometer (ThermoScientific) en el Departamento de Genética del Cinvestav
Unidad Irapuato.

3.6.1. Hibridacién de los oligonucleétidos

Todos los oligonucleétidos se sintetizaron como cadena sencilla y posterior-
mente fueron utilizados en forma de doble cadena, para lo cual fueron hibridados
baja las siguientes condiciones: 53uM de cada uno de lo oligunucledtidos de cadena
sencilla se diluyeron en amortiguador Tm (TrisHCI 100 mM pH 8.5 y MgCI2 50
mM) en un volumen de 20 uL. Estos se calentaron a 85 °C durante 5 minutos
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y posteriormente fueron enfriados muy lentamente hasta alcanzar la temperatura

ambiente. Los oligonucle6tidos hibridados se almacenaron a -20 C hasta su uso.

3.6.2. Marcaje de los oligonucle6tidos

Los oligonucledtidos empleados fueron disefiados con extremos cohesivos Xbal
(5-CTAG-3’), los cuales se rellenaron para marcaje terminal (5’ y 3'). El marcaje
de los oligonucledtidos de doble cadena se realizé empleando el fragmento Klenow
de la ADN polimerasa I de E. coli. Se marcaron los oligonucledtidos mim-1 y mim-
IM ambos a una concentracién de 5.31 uM, posteriormente se adicioné 1 pl de
cada nucleétido (10mM de los nuclestidos dGTP, dCTP y dTTP) y 10 uCi de
dATP[aP32], asi mismo se adicion6 1 ul de amortiguador Tm y 1U de la enzima
Klenow (Amersham Biosciences) en un volumen final de 10 uL. Se dej6 incubar 30
minutos a temperatura ambiente. Para eliminar los nucleétidos no incorporados
se utilizé el kit QIAquick Nucleotide Removal (Quiagen) segin las indicaciones
del fabricante. La reaccién se diluyé en 100 pl de solucién PN, ésta se transfirié a
una columna la cual fue centrifugada a 14 000 X g por 1 min Posteriormente se
hicieron dos lavados con 500 pl de solucién PE centrifugdndose cada vez a 14 000
x g por 1 min Finalmente, las sondas marcadas se eluyeron utilizando 150 pl de

solucién EB de manera que quedaran a una concentracién final de 0.0531 M (1

ng/uL).

3.6.3. Ensayos de retardamiento en gel (EMSA)

En estos experimentos se ponen de manifiesto las interacciones ADN-proteina
ya que al haber reconocimiento de una secuencia dentro del ADN marcado por
la proteina recombinante, la movilidad electroforética de la sonda sers menor,
observindose un retardo con respecto a la sonda libre.

Concentraciones de 20uM y 40uM de la proteina recombinante EhMybS3 se
preincubarén por 10 min en hielo con amortiguador de unién (12 mM HEPES pH
7.9,60 mM KCl, 1 mM EDTA pH 8, 4 mM Tris pH 7.9, 1 mM DTT , 5 mM MgCl2
y Glycerol 10 %), solucién de Sp-Mg (4 mM Spermidina y 4 mM MgCI2) y con o
sin 100 ng de poly[d(I-C)] (Amersham Biosciences).
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Tabla 10: Sondas utilizadas en los ensayos de EMSA

Sonda Secuencia
mim-1 5" TCTAGAACACATTATAACGGTTTTTTAGC 3
mim-1 mutado | 5> TCTAGAACACATTAGCCAGGTTTTTTAGC 3’

En negritas se muestran las bases relevantes para la unién del factor de transcripcion
¢-Myb y subrayadas las bases que se modificaron para generar la secuencia mutada.

Al término de los 10 min se agregé 0.0531 M de los oligonucleétidos de do-
ble cadena marcados radioactivamente y se incubaron en hielo durante 10 min
adicionales. La muestras se depositaron en un gel nativo no desnaturalizante de
poliacrilamida al 6 % y de baja fuerza iénica (0.5X TBE). La electroforesis se llevo
a cabo a 150 V. El gel fue secado al vacio y la imagen fue revelada utilizando un

detector Fosforimager (Biorad).

3.7. Bisqueda de las posibles secuencias blanco de pro-
teinas EhMyb con el motivo SHAQKYF en el ge-

noma de E.histolytica.

La informacién de secuencia y anotacién del genoma de E. histolytica fue obte-
nida del servidor Pathema-Entamoeba. A partir del archivo con las anotaciones del
genoma se obtuvieron 4 datos de cada gen predicho dentro del genoma: el nombre
del gen, el nimero de acceso de la base de datos Pathema, la molécula de ADN en
la que se encuentra el gen, y las posiciones de inicio y final dentro del contig. Con
esta informacién se obtuvo la secuencia de cada uno de los genes de E. histolytica.

Una vez obtenidas las secuencias codificantes, se verificé que cada una corres-
pondiera a un ORF, considerando que tuviera un ATG en el inicio, que fuera
divisible entre 3 y que no tuviera codones de paro. Para todos aquellos genes que
cumplieran con los criterios definidos se obtuvo la secuencia promotora en el contig
correspondiente, tomando 1000 pb rio arriba y 200 pb rio abajo del ATG. Poste-
riormente, utilizando expresiones regulares, se localizaron las secuencias blanco
consenso ya reportadas para las proteinas Myb canénicas y las proteinas Myb

SHAQKYF. Ademais, se buscaron las expresiones regulares correspondientes a los
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consensos de la caja TATA y el elemento GAAC ya reportados como sitios regu-
ladores presentes en algunos promotores de genes de E.histolytica. Finalmente los
genes que contenian en su promotor los posibles sitios de unién a proteinas Myb
tanto candnicas como de tipo SHAQKYF se organizaron de acuerdo a su funcién
putativa.

El manejo y obtencién de la informacién a partir de los archivos obtenidos de
la base de datos Pathema-Entamoeba se llevo a cabo mediante programas en el

lenguaje de programacién Python.
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4. Resultados

4.1. Reconstruccion filogenética

4.1.1. Bisqueda de las secuencias de las proteinas EhMyb SHAQKYF
de E.histolytica.

Con el fin de determinar si existian mds proteinas de la familia Myb con el
motivo SHAQKYF, adicionales a las que ya habian sido previamente identificadas,
en el genoma de E.histolytca, se realizé una bisqueda de blastp utilizando como
sonda la secuencia de la proteina EhMybS1 (EHI092160) contra la base de datos de
Pathema-Entamoeba. Nueve proteinas fueron identificadas las cuales se muestran
en la tabla 11, es pertinente sefialar que de todas las proteinas encontradas, 7 ya
estaban anotadas como posible proteinas de unién a ADN de tipo Myb SHAQKYF
y 2 de ellas (EhMybS7 y EhMybS8) atin no han sido anotadas y se presentan como
hipotéticas. Estas dos proteinas presentan sustituciones en el motivo SHAQKYF
donde la serina es sustituida por una treonina (ver figura 10), ademés en el segundo
tritofano caracteristico de las proteinas Myb, también se encuentran sustituidos
por lisina y alanina. Es interesante notar que la proteina EhMybS9 a pesar de
tener sustituciones similares estd anotada como una proteina Myb SHAQKYF.

Estas proteinas tienen un tamafio pequeno que varia desde 132 a 189 aa de
longitud con pesos moleculares variables desde 15.3 a 21.8 kDa. Lo cual contrasta
con la proteina canénica c-Myb de humano la cual tiene una longitud de 640 aa y
un peso molecular de 72.4 kDa o con la de Dictiostellium discoideum con 817 aa

y 93 kDa respectivamente.
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Tabla 11: Proteinas EhMyb SHAQKYF de E.histolytica

Nombre | Nimero de acceso | Pathema | Longitud (aa) Descripcién*
EhMybS1 XP_654568 EHI_092160 189 Familia Myb, SHAQKYF
EhMybS2 XP_649754 EHI 135150 165 Familia Myb, SHAQKYF
EhMybS3 XP_655261 EHI_136420 177 Familia Myb, SHAQKYF
EhMybS4 XP_648179 EHI_197980 188 Familia Myb, SHAQKYF
EhMybS5 XP_654390 EHI_008130 167 Familia Myb, SHAQKYF
EhMybS6 XP_655784 EHI_155580 165 Familia Myb, SHAQKYF
EhMybS7 XP_651291 EHI_051440 133 Proteina hipotética
EhMybS8 XP_656309 EHI 013340 " 132 Proteina hipotética
EhMybS9 XP_656862 EHI_038640 144 Familia Myb, SHAQKYF

Se muestran todas las protefnas del tipo EhMyb SHAQKYF encontradas en el genoma de FE.histolytica, asi como sus corres-
pondientes nimeros de acceso de la base de datos NCBI y Pathema. También se muestra la longitud en aminoédcidos (aa).
La asignacién del nombre se hizo con base en: Eh (E.histolyica), Myb (proteina de tipo myb), S (SHAQKYF) y el nimero

consecutivo para identificacién. * de acuerdo a la base de datos Pathema Entamoeba,




4.1.2.  Alineamiento de las secuencias de las proteinas EhMyb
SHAQKYF de E.histolytica.

Las secuencias tipo Myb SHAQYF encontradas en el genoma de E.histolytca
fueron traducidas y alineadas con el programa Muscle. Posteriormente, utilizando
la herramienta de software GBlocks se extrajo el segmento mas conservado del
alineamiento el cual se muestra en la figura 10. En éste se puede observar que
los triptofanos caracteristicos del repetido R3 de ¢-Myb estan conservados o sus-
tituidos por los aminodcidos tirosina, alanina, serina, lisina, cisteina o treonina,
ademds se muestra el motivo caracteristico de este tipo de proteinas denominado
SHAQKYF. Como se puede observar en el alineamiento, algunas de las proteinas
presentan variaciones del motivo como son la sustitucién de la serina por treonina
como es el caso de las proteinas EhMybS7, EhMybS8 y EhMybS9.

4.1.3. Seleccién del mejor método de sustitucidn.

Para poder construir el drbol filogenético fue necesario seleccionar el modelo
que explicara mejor los procesos de sustitucién observados en el alineamiento. Para
ello se utilizé el servidor ProtTest que determina el mejor modelo de sustitucién de
acuerdo con el valor del criterio de informacién de Akaike (AIC por sus siglas en
inglés, Akaike “s Information Criterion). El mejor modelo de acuerdo a AIC fue el
modelo general reversible, con una distribucién gamma para las frecuencias entre

sitios (RtREV+G) de acuerdo a AIC.

4.1.4. Reconstruccién del 4rbol filogenético

Finalmente, utilizando el alineamiento y el modelo de sustitucién RtREV+G
se reconstruy6 un arbol bayesiano utilizando Mr. Bayes. Este arbol se edité uti-
lizando la herramienta de software Fig Tree. El arbol obtenido se muestra en la
figura 11. En este 4rbol se muestra que las proteinas conforman 3 grupos defini-
dos, de esta manera tenemos a las protefnas EhMybS7, EhMybS8 y EhMybS9 en
el clado azul, que conforman un grupo de proteinas que tienen como caracteristica
el motivo THAQKYF, por otro lado las proteinas EhMybS5 y EhMybS6 el cla-
do rojo, se caracterizan por la sustitucién del segundo triptofano por cisteina o
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Fig. 10: Segmento mds conservado en el alineamiento de las proteinas EnMyb encontradas en
el genoma de E.histolytica.

Se muestran los triptofanos o sus sustituciones en relacién al dominio R3 de la proteina de tipo Myb candnica
c-Myb de humano.



treonina y mantienen el motivo SHAQKYF intacto. Por tiltimo en el clado verde
las proteinas EhMybS1, EhMybS2, EhMybS3 y EhMybS4 conservan los dos pri-
meros triptofanos y el motivo SHAQKYF, es pertinente sefialar que la proteina
EhMybS4 a pesar de formar parte de este grupo presentan una sustitucién del se-
gundo triptofano por una tirosina y una fenilananina por una tirosina en el motivo
SHAQKYF. Con base en este analisis decidimos continuar el estudio con aquellas
proteinas que conservaran en mayor grado la estructura primaria con respecto a
otras proteinas de tipo Myb SHAQKYF ya descritas en la literatura, por lo que
se seleccionaron las proteinas EhMybS1, EhMybS2 y EhMybS3.

4.2. Reconstruccién filogenética de las proteinas EhMyb
SHAQKYF de E.histolytca en relacién con las de

otros organismos.

4.2.1. Bisqueda de las secuencias de proteinas Myb SHAQKYF
de otros organismos.

Después de haber encontrado nueve proteinas de tipo myb que presentaban
alguna variacién del motivo SHAQKYF en E.histolytica, nos interesaba saber que
tan distribuidos se encuentran a lo largo de la espiral evolutiva. Para ello se llevé a
cabo una bisqueda con el algoritmo PSI-BLAST en la base de datos del NC-
BI, utilizando como sonda la secuencia de la proteina EhMybS3. Esta biisqueda
arrojé proteinas homélogas que contenian el motivo SHAQKYF en otros organis-
mos incluyendo algas, plantas y al organismo amoeboide Disctiostellium discoi-
deum. Adicionalmente por medio de esta bisqueda encontramos otro grupo de
proteinas similares que contenfan dos triptofanos y la variante SYARQYF que se
encuentran en mamiferos. Todas las secuencias obtenidas en la bisqueda fueron
alineadas con las proteinas EnMybS1, EhMybS2 y EhMybS3, utilizando el progra-
ma Muscle, y el alineamiento resultante fue cortado con la herramienta de software
Gblocks, este alineamiento se muestra en la figura 12, en el se muestran los dos
primeros triptofanos conservados y el motivo SHAQKYF o sus variantes, en la

mayoria de ellos el tercer triptofano se sustituye por alanina. Ademés se pueden
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Fig. 11: Arbol filogenético de las proteinas EhMyb SHAQKYF de
E.histolytica.

En azul se muestran las proteinas EhMyb con la variacién THAQK[Y /FJF.
En rojo dos proteinas con sustituciones en el segundo triptofano. En verde 3
proteinas que conservan los dos primeros triptofanos y el motivo SHAQKYF
sin variaciones y una que presenta sustitucién en el segundo triptofano. En
negro se muestra la proteina canénica de tipo Myb de humano (c-Myb). En

el recuadro se sefialan las 3 proteinas que mantienen tanto los dos primero

triptofanos como el motivo SHAQKYF intactos.En cada nodo se muestran

los valores de soporte (probabilidad posterior)
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observan los aminoécidos conservados glutamina, isoleucina y arginina adyacentes

al motivo SHAQKYF que se han descrito como importantes en unién al ADN.

4.2.2. Seleccién del mejor método de sustitucion.

Para poder construir el drbol filogenético de las proteinas alineadas fue nece-
sario también seleccionar el mejor método de sustitucién que explicara el alinea-
miento de las proteinas EhMyb SHAQKYT y las de otros organismos, para esto
se utilizé el servidor ProtTest. El mejor modelo de acuerdo a AIC fue: WAGH+G
de acuerdo a AIC.

4.2.3. Reconstruccién del arbol filogenético

Finalmente con el alineamiento y el modelo de sustitucién adecuado se cons-
truy6 el rbol filogenético con Mr. Bayes y se edité utilizando la herramienta de
software Fig Tree. El arbol obtenido se muestra en la figura 13. Podemos observar
3 grupos bien definidos dénde en uno de ellos identificamos diferentes organis-
mos animales incluyendo mamiferos, equinodermos y artrépodos dentro de éstos
podemos observar los motivos SYARQYF y SRVQKYF. En el mismo clado encon-
tramos algunas proteinas de plantas y a la proteina canénica c-myb. De manera
interesante las proteinas EhMybS1, EhMybS2 y EhMybS3 se agrupan mayorita-
riamente con plantas, algas y el organismo amoeboide Disctiostellium discoideum
donde observamos la presencia conservada del motivo SHAQKYF y los amino4ci-
dos adyacentes glutamina, isoleucina y arginina. Resulta interesante que los genes
derivados de diferentes especies de plantas no tengan un origen monofilético, y que
algunos de estos genes se agrupen con genes derivados de animales superiores y
otros con genes de protozoarios. Para dilucidar el mecanismo evolutivo que dio

origen a esta familia de genes es necesario llevar a cabo un analisis mas detallado.

4.3. Prediccién de estructura y dominios funcionales
4.3.1. Prediccién de estructura secundaria y terciaria.

Como parte de una caracterizacién inicial de las proteinas EhMyb, se llevé a

cabo la prediccién de su estructura secundaria. Esto con el fin de determinar si
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Fig. 12: Segmento m4s conservado en el alineamiento de las proteinas EnMyb SHAQKYF de
E.histolytica y de otros organismos

. Se muestran los triptofanos o sus sustituciones en relacién al dominio R3 de la proteina de tipo Myb
canénica c-Myb de humano.
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Fig. 13: Arbol filogenético de las proteinas EhMyb SHAQKYTF de

E.histolytica en relacién con las de otros organismos.

En el recuadro rojo se muestran las protefnas de E.histolytica agrupandose
mayoritariamente con las proteinas de plantas, algas, el organismo ameoboi-
de Dictyostelium discoideum en el mismo clado. Se muestran los valores de

soporte de cada nodo.
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dichas secuencias presentaban la estructura hélice vuelta hélice caracteristica de
las proteinas Myb. Estos analisis se realizaron solo con las proteinas EhMybS1,
EhMybS2 y EhMybS3 que son las tinicas que preservan los triptofanos y el moti-
vo SHAQKYF intactos y que son las que continuamos analizando en este trabajo
a nivel de estructura y dominios funcionales. Utilizando el servidor J pred se ob-
tuvieron las predicciones de estructura secundaria de las tres proteinas. Estas se
muestran en la figura 14. Como se puede observar en la figura, las tres proteinas
presentan el motivo hélice vuelta hélice esperado, el cuél se eencuentra ubicado
hacia el extremo amino terminal de la proteina de manera similar a la ubicacién
del dominio de unién a ADN en c-Myb.

Posteriormente se llevé a cabo la prediccién de estructura terciaria, la cual se
realizé por homologia utilizando el servidor Phyre, el archivo pdb se visualizé con
el programa PyMol. Las estructuras se muestran en las figuras 15. En todos los

casos se observa que la estructura del dominio de unién a ADN MYB se conserva.

4.3.2. Prediccién de dominios funcionales.

Finalmente, para concluir la caracterizacién inicial de las proteinas empleando
estrategias bioinforméticas, se buscaron dominios funcionales utilizando el servidor
Pfam. En las 3 proteinas bajo estudio se descubrié la existencia de un dominio de
unién a ADN de tipo MYB. Para el caso de la proteina EhMybS1se localizé el
posible domino de unién al ADN (DBD), el cuél se extiende desde el residuo 50
hasta el 95, para la proteina EhMybS2 se localizé el posible DBD del amino4cido
39 hasta el aminoacido 84, y para la proteina EhMybS3 el dominio de unién a

ADN comienza en el aminodcido 49 y finaliza en el aminoscido 94.
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Fig. 14: Estructura secundaria de las protefnas EhMybS1, EhMybS2 y EhMybS3.
Se muestran las salidas del servidor Jpred para cada una de las proteinas.



Fig. 15: Estructura terciaria de las proteinas EhMyb SHAQKYF
. Se muestran las estructuras correspondientes a las proteinas EhMybS1,
EhMybS2 y EhMybS3 en los paneles AB y C respectivamente. En azul se

resaltan el motivo SHAQKYF de cada una de ellas y en ro jo los triptofanos
espaciados.
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4.3.3. Prediccién de senales de localizacién nuclear.

Para determinar si las proteinas EhMybS1, EhMybS2 y EhMybS3 bajo estudio
tenian alguna de las sefiales de localizacién nuclear conocidas, las secuencias se
analizaron en el servidor PredictNLS. En el caso de las protefnas EhMybS1 y
EhMybS2 no se detect6 ninguna sefial de localizacién nuclear, sin embargo, para
la proteina EhMybS3 se identificé una sefial de localizacién nuclear la cual se
extiende del aminoicido 36 hasta el 76, la cual es una regién rica en lisinas y
argininas aminodcidos caracteristicos de este tipo de regiones como se muestra en
la figura 16. Ademis se predijo con un 94% de probabilidad como una proteina
nuclear.

HEISPHDEPVPQYPLSPCSSQSTSSSPLPSDRLVY TRKQREQ YE I FRKREVHTDAERAKY
VEGLALFEKDWKKIKEY ICTKTVVOIRSHADKYFLRKLNRTAPPOPF TLTPLRKNFSVQQS I
IKENSCPPSTOPHDRICDSTNCISSAFSPVRDYADY IQIDGLLGLLFCYL I TLDLCY

Scquence Longin Il

NLS's found. No
gives position of o KKQRKQYTITKKREVWTDAEHAKFVEGLALFHKDWKKIK 36

Modf

Fig. 16: Senal de localizacién nuclear de la proteina EhMybS3.
Se muestra la salida del servidor ProtTest. En rojo la posible sefial de loca-
lizacién nuclear encontrada por este servidor.

4.4. Andlisis de los niveles de expresién de los genes
ehmyb SHAQKYF de E.histolytica en condicio-

nes de cultivo.

4.4.1. Expresién de los genes Ehmybs1, Ehmybs2 y Ehmybs3 en
condiciones basales de cultivo.

En el genoma de E. histolytica se encuentran codificados 9 genes que contienen
el dominio de unién a ADN MYB con el motivo SHAKYF, de estos genes se han
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reportado cambios en su expresién, en algunos de ellos en respuesta a estimulos
como la invasién intestinal o bien se ha determinado su expresion como especifica
del estadio de trofozoito. Con la finalidad de conocer la abundacia relativa de los
transcritos de los genes Ehmybsl, Ehmybs2 y Ehmybs3 en condiciones basales de
cultivo, decidimos utilizar cDNA sintetizado a partir de ARN total de trofozoti-
zos de E. histolytica. Mediante ensayos de RT-PCR en tiempo final exploramos
su abundancia relativa utilizando oligonucleétidos especificos que amplificaron a
cada uno de los genes completos. De esta manera se obtuvieron los productos de
amplificacién de los genes ehmybs1, ehmybs2 y ehmybs3 de 882, 510 y 546 pb res-
pectivamente, como se muestra en la figura 17. En esta figura ademas se muestra
que existe una expresién diferencial para cada uno de ellos siendo el gen ehmybs2
el que se expresa de manera mas abundante y el gen ehmys3 el que se expresa
en menor cantidad en condiciones basales de cultivo relativo a la expresion del
gen control 25srARN. Ademds el gen ehmybs! presenta una expresion similar al
control. Estos resultados nos indican una abundancia distinta de los mensajeros
de cada uno de estos genes.

Se ha descrito que la expresion del gen c-myb cambia sus niveles en respuesta
a diferentes estimulos (43), ademds otras proteinas de tipc Myb estudiadas en
otros organismos como son Oriza sativa y Chlamydomonas reinhardtii cambian
su expresion en condiciones de estrés (32, 46). En este contexto nos planteamos
estudiar si la expresién de los genes ehmybsl, ehmybs? y ehmybs3 podria ser
modificada en respuesta a algtin tipo de estrés y dado que en FE. histolytica el modelo
de estrés mas estudiado es el inducido por choque térmico, decidimos evaluar los

niveles de expresién bajo este estimulo.

4.4.2. Cinéticas de ciclado para los genes Ehmybs1l, Ehmybs2 y
Ehmybss.

Dadas las diferencias en los niveles de expresién basales de los genes Ehmybsl,
Ehmybs2 y Ehmybs3, previo al anilisis de cambios de expresién en respuesta a
diferentes estimulos, se decidi6 realizar cinéticas de ciclado para asegurar que la
PCR se realice en la parte lineal de la curva de amplificacién. Para esto se uti-
liz6 cDNA de condiciones basales de cultivo. De igual forma se realizé la cinética
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Fig. 17: Expresién basal de los genes ehmybs1, ehmybs2 y ehmybs3.
Se muestran los amplificados obtenidos de los genes bajo estudio utilizando
como controles el amplificado del gen 25sTARN a partir del mismo ¢cDNA

y a partir de ADN genémico ambos de 175pb. MTM.Marcador de Talla
Molecular.
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para el gen 255 TARN el cual fue utilizado como control en todas las reacciones
de RT-PCR. Los resultados de este experimento se muestran en las figuras 18, 19,
20 y 21. Mediante estos experimentos pudimos determinar que para el gen control
25s TARN el ciclo éptimo para su amplificacién es 20, en el caso del gen ehmybs1,
el cual tiene niveles de expresién altos, el niimero 6ptimo de ciclos lo determina-
mos en 26. Al igual que éste, para el gen ehmybs2 se seleccionaron 26 ciclos. Por
ultimo para el gen ehmybs3, el cual es el gen cuya expresién basal es menor, se

seleccionaron 32 ciclos.
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Fig. 18: Cinética de ciclado para el gen 255 TARN
. Se muestran los amplificados obtenidos a los ciclos 18, 20, 22, 24, 26, 28 y 30.
En el panel superior se muestra el gel de agarosa al 1.5% con los productos
de amplificacién para el gen bajo estudio a partir de cDNA de condiciones
basales de cultivo y los controles tanto positivo como negativo de la PCR,
ambos a partir de ADN genémico. En el panel inferior se muestra la gréafica de
la densitometria en unidades de Intensidad/mm? vs. Ciclos. En el recuadro
rojo dentro de la gréfica se senala el niimero de ciclos seleccionado.
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Fig. 19: Cinética de ciclado para el gen EhmybS1

. Se muestran los amplificados obtenidos a los ciclos 18, 20, 22, 24, 26, 28, y
30. En el panel superior se muestra el gel de agarosa al 1.5 % con los productos
de amplificacién para el gen bajo estudio a partir de cDNA de condiciones
basales de cultivo y los controles tanto positivo como negativo de la PCR,
ambos a partir de ADN genémico. En el panel inferior se muestra la grafica de
la densitometria en unidades de Intensidad/mm? vs. Ciclos. En el recuadro
rojo dentro de la gréfica se senala el niimero de ciclos seleccionado.
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Fig. 20: Cinética de ciclado para el gen EhmybS2

- Se muestran los amplificados obtenidos a los ciclos 22, 24, 26, 28, 30, 32 y 34.
En el panel superior se muestra el gel de agarosa al 1.5% con los productos
de amplificacién para el gen bajo estudio a partir de cDNA de condiciones
basales de cultivo y los controles tanto positivo como negativo de la PCR,
ambos a partir de ADN genémico. En el panel inferior se muestra la grafica de
la densitometria en unidades de Intensidad /mm? vs. Ciclos. En el recuadro
rojo dentro de la gréfica se sefiala el niimero de ciclos seleccionado.
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Fig. 21: Cinética de ciclado para el gen EhmybS3

. Se muestran los amplificados obtenidos a los ciclos 24, 26, 28, 30, 32, 34 y 36.
En el panel superior se muestra el gel de agarosa al 1.5% con los productos
de amplificacién para el gen bajo estudio a partir de cDNA de condiciones
basales de cultivo y los controles tanto positivo como negativo de la PCR,
ambos a partir de ADN genémico. En el panel inferior se muestra la grafica de
la densitometria en unidades de Intensidad/mm? vs. Ciclos. En el recuadro
rojo dentro de la grafica se sefiala el niimero de ciclos seleccionado.
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4.4.3. Corroboracién de la identidad de los genes Ehmybsl y

Ehmybs2 por secuenciacién.

Se corroboré la identidad de los mensajeros de los genes Ehmybsl y Ehmybs2
por secuenciacioén. Para esto los productos de PCR se clonaron en el vector TOPO
TA 2.1 ya que es un vector que permite la clonacién rapida a partir de productos
de PCR. Se purificaron y secuenciaron 9 colonias positivas de cada uno de estos
genes, las secuencias alineadas se muestran en las figuras 22 y 23. Estas secuencias
se alinearon utilizando el programa ClustalW donde se verificé que de las nueve
colonias secuenciadas para los genes Ehmybs! y Ehmybs2 todas correspondieron

a una sola poblacién de ARN mensajeros.

4.5. Analisis de los niveles de expresién de los genes
Ehmybs1, Ehmybs2 y Ehmybs3 de E.histolytica

en condiciones de estrés caldrico.

Utilizando cDNA sintetizado a partir de ARN extraido de trofozoitos de E. histolytica
sometidos a estrés calérico por 4 h a 42 ° C, se realizé la reaccién de amplificaciéon
de los genes Ehmybs1, Ehmybs2 y Ehmybs3. Como control de cambio se usé el
gen de la perozirredozina con niimero de acceso EHI_122310 en la base de datos
Pathema, el cual en ensayos de microarreglos se ha reportado que disminuye hasta
16 veces en sus niveles de expresién en respuesta al choque térmico (53). Como
control de carga se utilizé el gen 25s rARN. Los resultados de esta RT-PCR en
tiempo final se muestran en la figura 24.

Para obtener los datos semi-cuantitativos se realizé la densitometria de los ge-
les obtenidos, con estos resultados se construyeron las graficas de densitometria.
Todos los valores obtenidos se normalizaron con los del gen 25s rARN. Los cam-
bios en los niveles de expresién se reportan como porcentaje en correlaciéon con
la expresién basal (100 %). Estos resultados se muestran en la figura 25 en la que
podemos observar que solo en el gen ehmybs8 encontramos cambios en su expre-
sién en respuesta al estrés inducido por choque térmico. Como control incluimos
al gen de la peroxirredoxina el cual se observa que durante este estimulo se apa-

ga su expresién tal y como fue reportado previamente. Todos nuestros datos se

68



69

Lamqemuy
14 PRED
L }}

[N

L3}

B4

8

123

ar

L]

EHY

Lamserauy
097160
L}

82

(3]

[

9

L

[}

(3]

mne

Tamerin
(XN - PR )
a1

8>

LH

a4

L3

[
uh
80

Camemaen
1 030160
(8

w

1)

[y

B

oh

(%)

[

Caraamsin

B 160
L1
LN
B
LL]
[}
L2
(B
L3

AICCAT
AT
ATCCAT
ATCCAT
ATCCAT
ATCCAT
ATCCAT
ATCCAT
ATCCATY
ATC
ATC

AAAACAAA

A
AAAACABA A
ARAACAAA A
AAAACAAA A
AAAACARA A
AAAACAMA A
AAAACAAR A
AMACARA A
AAAACAAA &
AAAACAAA A
AAAACARA A

T TCAARACT
T TCAAMACT
T TCAAM CT
TCAAAACT
T TCAAMNACT
T TCAAMACT
T TCARRACT
T TCAARACT
T TCAAMACT
T TCAAMACT
T TCAARACT

4

ATTT-

CA
A
TCA
TCA
TCTA
ca
TCa
TCA
'CA
TCA
TCA

AATTT

AATTT
AATTT
ARTTY
AATTT
ANTTT
AATTT
AATTT
AATTT
AATTT

.Zl p

4
3 3

4

o
o ::
* 9

*E P rErIEErr »
'E
3
-

™ ¢

AAACAATATA

AAACAATATA
AAACAATATA
AAACAATATA
AAACAATATA
AAACAATATA
AAACAATATA
AAACAATATA
AAACAATATA
AAACAATATA
AAACAATATA

AAAMACT

AAAACC
AAAACC
AAMACT
AARACT
AAAMACC
ARAACT
AAAMACC
AAAACC
AAAACC
AAAACT

P EEEEE R
L B B ) M99 .

-

ACAR AAATC

ACAA
ACAA
ACAR
ACAA
ACAA
ACAA
ACAA
ACAA
ACAA
ACAhA

AAACe
AMACC
AAACT
AAACC
AAMACC
AMCC
AMACC
AAAC

AAACC
AARCT

AATTCTICCCA

AATICTCCCA
AATTCTCCCA
AATTCTCCCA
AATTCTCCCA
AATTCTCCCA
AATTCTCCCA
AATTCTCCCA
AT CCCTA
TYCTCecea

CATACATTTIC
CATACATTIC
CATAC T™P?C
CATACATTTIC
CATACAT™C
CATACATT?
CATACATTIC
CATACATT C
CATACATTIC
CATACAY
CATACATT

CAATCAC

CAATCAC
CAATCAC
CAATCAC
CAATCAC
CARTCALC
CAATCAC
CAATCAC
CAATCAC
CAATCAC
CAATCAC

AA

AN
AA
AN
AN
AA
AA
A
AA
AN
AA

TACAAATAC

TATAAATAC
TACAAATAC
TACAA TAC
TACAAATAC
TACAAATAC
TACAAATAC
TACAAATAC
TACAAATAC
TACAAATAC
TACAAATAC

ATTAA
ATTAR

CACT
CAC?T
CACTY
CACT
CAC?Y
CACY
Cacr
Cacr
CACT
Cacr
CAL ¢

TCAACCCTT

TCAACCCTTC
TCAACCCTTC
TCAACCC T
TCAACCCTTIC
TCAACCC T C
TCAACCCTYC
TCAACCCTIC
A CC ¥
TCAACCCY™

PP IIFP> >
PE PR »

>

FPEIFPIPIFFIFYPY >
>

LR I O

>

AARAA

AARAA
AAAAA
ARRAA
AANAA
AAKAA
AAAAN
ANAAN
AAAAM
AAAAA
AAAAA

PErrrrrr>»y »

TCAT
TCAT
TCAT
TCAT
TCAT
TCAT
TCAT
TCAT
TCAT
TCAT
TCAT

srreizezze 3

AAAA

AA

AA
AA
AA
AA
AA
AA
AA
Ak
AN
AA

CcT¥
ce
er
cr
ce
cT
cT
ce
c=
{4, 4
[ 4

AARA-T
AMAA-T
ARAA-T
ARAA-T
ARAA -7
AAAA-T
ARAA-T
AAAA 7
ARAA -7
il ARAR-

rIcTCCTYYY
TICTCCTTIT
TMCcTIC
TICICCTYYY
TCTCcCTYTTY
McrccrTr?
TTCTCCTYYY
TTCICCTYTY
TCTCCTT
reccrrrY

»

T OAA
AA
AA
AN
AA
AN
AA
A

AR
TA T AN
AN

PE IR »
-3
>
]

TIT  ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA
ACA

™

e

CAAAAATACT
CAAAAATACY
CAAAAATACT
CAAAAATACY
CAAAAATACY
CAAAAATACY
CARAAATACT
CAAAAATACT
CAAAR TACT
CAAAAATACT
CAAAAATACT

AANA
AAAA
ARAA

FEETEEEREE S

AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
AAT
A

AAT

AACCA

AACCA
AACCA
AACCTA
AACTA
AACCA
AACCA
AACCA
AACCA
AACCA

cA T
CA P o-e
CA'?
ca ?
CA T
AT
ca

CA

CA T
CA T
CA T e

AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC
AC

AA

Ar
AA
AA
AA
AA
Ar
Ar
AA
AA
AA

AACA
AACA
AACA
AACA
AACA
AACA
AACA
AACA
AACA
AACA
AACA

TCCTAAAA-C
TCCTAAAA-C
TCCTAMAAA-C
TCCTAAAA-C
TCCTAAMAC
TCCTAAAA-C
TCCTARAASC
TCCTAAAA-C
TCTTARAA C
TCCTAAAMA-C
TCCYAAAA-C

AAATTC
AAATTC

AATTC
AAATTC
ARATYIC
AAATTC
AAATIC
AAATTC
ARATTC
AAATIC
AAATTT

$TLE3E2 2

TTAACACTCA

TTAACACTCA
TTAACACTCA
TTAACACTCA
TTAACACTCA
TTAACACTCA
TTA CACTCA
TTAACACTCA
TTAACASTCA
STARCACTCA

TTACATCATY
TTACATCATY
TTACATCATT
TTACATCATY
TTACATCATT
TTACATCATY
TTACATCATY
TT CATC TTY
TEACATCATY
TACATICATY
TACATCAT

T cCCcrTYeC
T cccrrTTC
™. coCTeYYYC

T cccrrerc
T CCCreYeC
* ccorrere
T ccorrerc
. ccorerTc
T cccrTYYC
T CCOPTVIC

TCCAAAAAAT

TCCAAAAAAT
TCCAMARAAT
TCCAAAAAAT
TCCAAAAMAT
TCCAAAAAAT
TCCARAAAAT
TCCAAAAAAT
TCCAAAAAAT
TCCAARAAAT
TCCAAAAAA T

ATTATCT
ATTAYC?
ATTATCT
ATTAYCT CT
ATTAYICTY CT
ATTAYCT
ATTATCTY
ATTATCT
ATTATCY CT
ATTAYCT
ATTAYCTY

AC

AC
ac
AC
AC
AL
AC
AcC
AC
AC

TCACAAT

TCACAAT
TCACAAT
TCACAAT
TCACANT
TCACAATY
TCACTAAT
TCACAAT
TCACAAT
TCACAAT

TATCACCAA-
TATCACCAA-
TATCACCAA -
TATCACCAA -
TATCACCAR -
TATCACCAM -
TATCACCAA -
TATCACCAA
TATCACCAA -
ATCACCAA~
ATCACCAA-

™

>

TTA v
TTA

bad

ks
™A
raA

e

PP r>Irrry>
3

CAACAACAA

CAACAACAA
CAACAACAA
CAACAACAA
CAACAACAA
CARC ACAA
CRACAACAA
CAACAACAA
CAACARCAA
CAACAACAA
CAACAACAA

TTTACCCCY
eTaCCCCT
TTTACCCCTY
TTTACCCCT
TTITACCCCT
TrTACCCCT
TTTACCCCT
TrTACCCCY
TTTACCCCT
TACCCCTY
TTTACCCCTY

CAATATYTICC
CAATATTICC

CAATATTICC
CAATATTICC
CA TATTICC
CAATATTTCC
CAATATTICC
CAATATT CC
CAATATTTCC

CACATCCTICA
CACATCCTCA
CACATCCTCA
CACATCCTICA
CACATCCTCA
CACATCCTICA
CACATCCTICA
CACA CCTCA
CACATCCICA
CACATCCTCA
CACATCCTCA

TATCTTY
FATCTTT
TATCTTY

TATCTTY

TATCTT™
TATCTYT
TATCYYTY

A
TA
A
TA
A
TA
A
TA
TA
TA
TA

TATCTYT

TATCTTT

AATCCATC ™Y
AATCCATCTY
AATCCATCTY
AMATCCATCT™
AATCCATC YT
AATCCAICTY
AATCCATC ™
AATCCATCIT
AATCCATC ™™
AATCCATCTY
AATCCATC™

CAC

Cac
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
CAC
Cac
CAC

s
-
TT AAA

ATCC
ATCC
ATCC
ATCC
ATCC
ATCC
ATCC
ATCC
[
ATCC

ATTTA
ATTTA
ATTITA
ATTIA
ATTTA
ATTTA
ATTTA
ATTTA
ATTTA
ATTTA

ATCA
AICA
ATCA
ATCA
ATCA
ATCA
ATCa
ATCA
ATCA
ATCA
ATCA

A

‘
[}
»
4
'
RARRRERAAR

CITCTICAM
CITCICAA
CTTCTICAN
CITCICAA
CTTCTCAA
CIrCcrcan
CTTCTCAA
CTTCTCAA
CTTCTCAA
CTITCTCAN
CT CYCAA

PErrre2>rYy >

rcree

TAT
AT
TAT
TAT
TAT
AT
TAT
TAT
AT
TAY
TAY

P
rcre
”re
Tcre
sorT
Tcre
rcre
TCrY
ccrr

TCTTY

Prrrrr rry »

TACCAATTA
TACCAATTA
TACCAATTA
TACCAATTA
TACCAATTA
TACCAATTA
TACCAATIA
TACCAATTA
TACCAAT

TACCAATTA

Fig. 22: Alineamiento de secuencias del gen ehmybS1.
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normalizaron con base base a los datos obtenidos con el gen control 25s rARN.

4.6. Andlisis de los niveles de expresién de los genes
Ehmybs1, Ehmybs2 y Ehmybs3 de E.histolytica
en condiciones de eritrofagocitosis.

El estudio de la regulacién génica es fundamental para elucidar el funciona-
miento de cualquier sistema biolégico en respuesta a un estimulo en particular.
En este proyecto planteamos analizar condiciones que modifiquen la expresién de
genes ehmyb con estimulos relacionados con la virulencia del parasito. Diferentes
ensayos in vitro o in vivo como la destruccién de monocapas celulares, ensayos de
eritrofagocitosis o la induccién de absesos hepaticos en gerbos se han empleado
para investigar la importancia de diferentes moléculas en la patogenicidad de E.
histolytica. En este proyecto estamos interesados en estudiar cambios en la ex-
presion de los genes en respuesta a la interaccién con eritrocitos, este modelo ha
sido ampliamente utilizado por diferentes grupos para evaluar la virulencia de este
parasito. Utilizando cDNA sintetizado a partir de ARN extraido de trofozoitos de
E.histolytica sometidos a eritrofagocitosis por 0, 5, 15 y 30 min de interaccién,
se realizé la reaccién de amplificacién de los genes ehmybs1, ehmybs2 y ehmybs3.
Como control de carga se utilizé el gen 255 rARN. Los resultados de esta RT-PCR.
en tiempo final se muestran en la figura 26.
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MIM B HS RT- PCR+ PCR-

ehmybsi

B MM B HS RT- PCR+ PCR-

ehmybs2

MTM B HS RI- PCR+ PCR-
ehmybs3

D MM B HS RT- PCR+ PCR-

pr

E MIM B HS RE  PCR+ PCR-

200 Po
100 Pb

25srARN

Fig. 24: RT-PCR de los genes ehmybsl, ehmybs2 y ehmybs3 en

respuesta al choque térmico

. Se muestra en el panel A al gen Ehmybsi, en el B al gen Ehmybs2, en el C
ehmybs3, en el D al gen perozirredozina(pr), y en el E al gen 255 rARN. Para
cada panel se indican: MTM. Marcador de Talla Molecular, B. Condiciones
basales de cultivo, EC. Condiciones de Estrés Calérico a 42 ° C por 4 hrs.,
RT-. Control de no contaminacién por ADN genémico. PCR +. Control de
la reaccién de amplificacién utilizando como templado ADN genémico. PCR

-. Control de la reaccién de amplificacién sin templado.
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A EHI_092160 B EMI_135150

[ o EHI_138420 D Percxirredoxing

Fig. 25: Cambios en la expresién de los genes Ehmybs1, Ehmybs2,
Ehmybs3 y peroxirredoxina en condiciones de estrés calérico

. Se muestran los paneles A, B, C, y D correspondientes a Ehmybs1, Ehmybs?,
Ehmybs3, perozirredozina(pr) respectivamente. Para cada panel se indican en
azul la condicién de cultivo basal. y en rojo la condicién de estrés inducido
por calor. Se muestran las barras de la desviacién estandar. Los datos repre-
sentados estdn normalizados con los valores de densidad del gen 255 ARN.
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A MM @ ¥ 15 30 RT- PCR+ PCR-

ehmybs1
B MM o ¥ 15 30 RT- PCR+ PCR-

ehmybs2
C MM © 5 15 30 RT- PCR+ PCR-

ehmybs3
D MMM o 5 15 30  RT- PCR+ PCR-

25s rRNA

Fig. 26: RT-PCR de los genes Ehmybs1, Ehmybs2 y Ehmybs8 du-
rante la eritrofagocitosis.

Se muestra en el panel A al gen Ehmybsl, en el B al gen Ehmybs?2, en el
C ehmybs3, en el D al gen 255 rARN. Para cada panel se indica: MTM.
Marcador de Talla Molecular, la expresién a diferentes tiempos de interaccién
con eritrocitos 0’, 5, 15’ y 30’. RT-. Control negativo de la transcripcién
reversa. PCR +. Control de la reaccién de amplificacién utilizando como
templado ADN genémico. PCR -. Control de la reaccién de amplificacién sin
templado.
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4.7.  Obtencién de la proteina EhMybS3r de E.histolytica.

Para caracterizar a la proteina EhMybS3 necesitabamos obtenerla de forma,
recombinante y pura, por lo que el gen ehmybs3 de E. histolytica se cloné y ex-
pres6 de manera recombinante en bacterias. Con la proteina recombinante se rea-
lizarén ensayos de interaccién ADN-proteina para analizar su capacidad de unién

a una secuencia especifica en el ADN.

4.7.1. Expresion y Purificacién

La expresién de la proteina recombinante se realizé en la bacteria E.coli en
la cepa derivada de BL21 denominada Rossetta II ya que esta contiene pldsmidos
con tARN que son raros en bacterias, de esta forma esta cepa estd disenada para
favorecer la expresion de proteinas eucariontes. Al analizar el extracto de proteinas
de nuestros cultivo por SDS PAGE, observamos que en e] cultivo de la cepa BL 21
Rosetta II inducido con IPTG aparecia una banda de aproximadamente 46 kDa,
correspondiente al peso tedrico de la proteina de fusién recombinante (derivado de
la suma del peso molecular de EhMybS3es que es de 20 kDa, y GST, cuyo peso
es de 26 kDa). En la figura 27 se muestra el experimento de la induccién de la
expresion y se observa la banda en el peso esperado correspondiente a la proteina
EhMybS3r de Entamoeba histolytica.

La purificacién se realizé utilizando la prensa French y por cromatografia. De
igual forma se expresé la GSTr para utilizarse como control en los ensayos de
retardamiento de la movilidad electroforética. Las muestras tomadas en todos los
puntos de la expresién y purificacién se cargaron en un gel de poliacrilamida al
10 %. Para visualizar las proteinas, el gel se tifio con azul brillante de comassie.
Este resultado se muestra en la figura 27.

Posteriormente se realizé un ensayo de inmunodeteccién utilizando un anticuer-
po anti-GST, para verificar la expresién y el grado de purificacién de la proteina
recombinante EnMybS3 fusionada a GST, como se muestra en la figura 28

Con el protocolo utilizado fuimos capaces de purificar a la proteina EhMybS3r,
sin embargo como se observa en el gel tenido con Coomasie, ademas de la banda
en el peso esperado, se observan bandas con pesos moleculares menores, que pen-

samos son productos de degradacién. A pesar de la degradacién de la proteina,
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consideramos que la cantidad de proteina integra es suficiente para la realizacién
de los ensayos de retardamiento, dado que la cantidad requerida de proteina es
muy pequena. En purificaciones posteriores se deberdan utilizar otros inhibidores

de proteasas durante la purificacion para prevenir en lo posible la degradacion.

4.8. Ensayos de retardamiento para la proteina EhMybS3
de E.histolytica

El dominio de unién a ADN Myb se encuentra presente en diferentes miembros
de familias de factores de transcripcién, de los cuales la proteina c-Myb es la pro-
teina canénica. c-Myb reconoce de forma especifica la secuencia [T/C]AAC|G/T]G,
la cual se denomina elemento de reconocmiento a Myb (ERM) (4). En este contex-
to y considerando que las predicciones de estructura secundaria y terciaria indican
que la proteina EhMybS3 tiene un dominio de unién a ADN similar en estructu-
ra al repetido R3 de c-Myb, nos preguntamos si la proteina EhMybS3r tenia la
capacidad de unirse al ADN Yy si podria reconocer al ERM ya que se ha descrito
que proteinas con el motivo SHAQKYF reconocen diferentes variaciones de esta
secuencia.

Es por esto que realizamos un ensayo de unién a ADN (EMSA) y para ello
utilizamos el oligonucletido mim-1, el cual se obtuvo de una secuencia que se
encuentra en el promotor del gen mim-1 el cual contiene al ERM TAACGG.
El oligonucledtido mim-1 se ha utilizado para caracterizar diferentes proteinas de
tipo Myb entre las que se encuentran la proteina PfMyb1l de Plasmodium falcipa-
rum (7). De esta forma realizamos ensayos de retardamiento utilizando el oligo-
nucletido mim-1 y dos concentraciones molares de la proteina EhMybS3r. Como
se muestra en la figura 29 este ensayo nos permitié identificar la presencia de 5
complejos ADN-proteina. De los cuales, los complejos I, IV y V fueron compiti-
dos en diferente grado con 100 ng de poli[dI-dC]. Los complejos II y Il no fueron
competidos por el poli[dI-dC] por lo que pensamos que son complejos producto de
la unién especifica de la proteina EhMybS3r con el ERM contenido en el oligonu-
cledtido mim-1. La formacién de dos complejos con la proteina EhMybS3r puede

ser debido a la presencia de diferentes poblaciones de la proteina recombinante
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75 KDa

50 KDa

37 KDa

25 KDa

Fig. 27: Expresién y purificacién de la proteina EhMybS3r

1. MTM: Marcador de talla molecular. 2: Cultivo de GSTr sin inducir. 3:
Cultivo de GSTr Inducido. 4: Cultivo de pEhMybS3r sin inducir. 5: Cul-
‘tivo de pEhMybS3r inducido. 6: Fraccién insoluble de la purificacién de
pEhMybS3r después de la prensa French . 7: Fraccién soluble de la puri-
ficacion de pEhMybS3r después de la prensa French 8: Fraccién 1 de la
purificacién de pEhMybS3r por FPLC. 9. Fraccién 2 de la purificacién de
pEhMybS3r por FPLC.
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PMybS3r

GSTr

Fig. 28: Western Blot de la expresién y purificacién de pEhMybS3r
1. MTM: Marcador de talla molecular. 2: Cultivo de GSTr sin inducir. 3:
Cultivo de GSTr Inducido. 4: Cultivo de pEhMybS3r sin inducir. 5: Cul-
tivo de pEhMybS3r inducido. 6: Fraccién insoluble de la purificacién de
pEhMybS3r después de la prensa French . 7: Fraccién soluble de la puri-
ficacién de pEhMybS3r después de la prensa French. 8: Fraccién 1 de la
purificacién de pEhMybS3r por FPLC. 9. Fraccién 2 de la purificacién de
pEhMybS3r por FPLC.
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producto de la degradacién que observamos durante el proceso de purificacién.
Pensamos que estas diferentes poblaciones mantienen su capacidad de unirse al
ADN debido a que conservan el dominio de unién al ADN formando asi complejos
EhMybS3r-ADN con diferente movilidad electroforética. Ademds, para conocer si
la secuencia TAACGG es necesaria para la unién de la proteina EhMybS3r se
utiliz6 una sonda la cual tenia mutada las bases TAAC por GCCA, las cuales son
relevantes para la unién del factor de transcripcién. Estos experimentos también
se realizaron en presencia o ausencia del competidor poli[dI-dC]. Observamos que
no se formaron complejos ADN-proteina con el oligonucleétido mim-1M; a excep-
cién de uno en ausencia de poli[dI-dC] el cual tiene una movilidad electroforética
similar al complejo IV previamente identificado como inespecifico. Por otro lado
se incluyé como control a la proteina recombinante GST dado que la proteina
EhMybS3r estd fusionada a GST, con la finalidad de descartar la posibildad de
que los complejos observados con nuestra proteina recombinante fueran debidos
a la GSTr o a otras que se co-purifiquen con la misma. Estos resultados sugieren
que la proteina EhMybS3r tiene capacidad de unién a ADN y que requiere de la

secuencia TAACGG contenida en el oligonucleotido mim-1.

4.9. Busqueda de posibles secuencias blanco de pro-
teinas EhMyb SHAQKYTF en el genoma de E.histolytica.

Ya que la proteina EhMybS3r tiene la capacidad de unirse a un elemento de
reconocimiento a Myb y ya que las secuencias que reconocen las proteinas Myb
SHAQKYTF en los promotores de los genes del parasito E. histolytica no han si-
do descritas, decidimos, para finalizar este trabajo, buscar posibles genes blanco
en el genoma de E.histolytica que contuvieran estas secuencias en sus promoto-
res. Para ello se escribieron una serie de programas utilizando el lenguaje Python.
Con dichos programas se obtuvieron todos los promotores correspondientes a 5835
genes del parésito representando el 65 % de todos los genes contenidos en su ge-
noma. Posteriormente se buscaron, utilizando expresiones regulares, las secuencias
correspondientes a los elementos de reconocimiento a Myb, la caja TATA y el ele-
mento GAAC, esto con la finalidad de que los resultados estuvieran en un contexto
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Fig. 29: Ensayo de unién a ADN para la proteina EhMybS3r
. En el panel izquierdo se muestra el ensayo de la proteina EhMybS3r y se
senalan los complejos formados. En el panel derecho se muestran los ensayos
de unién a ADN de la GSTr con las sondas mim-1 y mim-1M.
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bioldgico. Las secuencias Myb que se buscaron en el genoma de E. histolytice fue-
ron el ERM canénico T(C/T)AAC(G/T)G y dos secuencias que son reconocidas
por proteinas que contienen el motivo SHAQKYF: la secuencia de reconocimien-
to AAC[A/T]|GTT identificada en el promotor del gen pstO de Disctiostellium
discoideum (18), la cual es reconocida por la proteina Myb SHAQKYF MybE y
la secuencia de reconocimiento TATCCA del gen de la a-amylasa la cual es re-
conocida por las proteinas Myb SHAQKYF OsMYBS1, S3 y S3 (32). A partir de
esta bisqueda pudimos obtener una serie de genes candidatos a ser regulados por
proteinas de tipo Myb SHAQKYF en E. histolytica. De manera interesante encon-
tramos que la secuencia canénica para las proteinas Myb se encuentra presente en
alrededor de 40 promotores y su ubicacién varia desde la posicién -57 (respecto
al ATG) como es el caso del promotor del gen pgp-6, hasta la posicién -997 para
un gen putativo que codifica para una proteina con dedos de zinc. Tambien es im-
portante destacar que encontramos promotores de genes relacionados con diversas
funciones desde genes que participan en la respuesta al estrés por choque térmico
hasta genes involucrados con la virulencia en este parasito e incluso genes relacio-
nados con el proceso de fagocitosis como es el caso del gen putativo que codifica
para una proteina RAB GTPasa. Los posibles genes blanco que contienen el ERM
se muestran en la figura 30.

Dado que las proteinas con el motivo SHAQKYF se agrupan filogenéticamen-
te con las de algunas plantas y con las del organismo amoeboide Dictiostellium
discoideum proponemos que las proteinas que contienen el motivo SHAQKYF en
E. histolytica podrian reconocer secuencias similares a las ya descritas para estos
organismos. Es por esto que decidimos buscar ambas secuencias en los promoto-
res de los genes del parasito, ademds dado que Dictiostellium discoideum y E.
histolytica tienen un contenido de GC similar (alrededor del 22 %) las secuencias
de sus promotores podrian tener secuencias de reconocimiento similares. En esta
biisqueda encontramos 18 genes candidatos y los elementos encontrados varian en
su ubicacién desde posiciones cercanas al AT'G como es el caso del gen putativo
pgp-2 en la posicién -202, hasta posiciones mas alejadas como es el caso del gen
putativo que codifica para la proteina Histona H2A dénde se encuentra a -985.

Por otro lado, con esta bisqueda encontramos 2 genes putativos relacionados con
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la respuesta a estrés, en los cuales identificamos anteriormente que contienen el
ERM, como es el caso del que codifica para la proteina activadora de la ubiquiti-
na, donde se identificé el ERM en la posicién -265 y el elemento de reconocimiento
descrito en Dictiostellium discoideum en la posicién -202. Esto nos sugiere que las
proteinas de tipo Myb en el parédsito pueden actuar de forma sinérgica en la regu-
lacién de la transcripcién. Ademds es interesante mencionar que con este analisis
se identificaron a los genes que codifican para las proteinas histonas H2B y H2A
como posibles blancos ya que se sabe que otras proteinas de este tipo son regula-
das por proteinas Myb. Por ejemplo el gen de la histona H2A.Z en humano y los
genes de las histonas H3 y H2A en Plasmodium falciparum. Los resultados de esta
bisqueda se muestran en la figura 31.

Finalmente incluimos en esta andlisis la secuencia reconocida por las proteinas
OsMybS1, S2 y S3 de Oryza sativa, esto con la finalidad de ampliar nuestra bisque-
da de posibles genes blanco, ademas no podemos descartar la posibilidad de que
reconozcan secuencias parecidas a las que se encuentran en los promotores de los
genes de algunas plantas, esto debido a la relacién filogenética que guardan las
proteinas de tipo Myb SHAQKYF con las de otras pertenecientes a las plantas.
Con esta busqueda encontramos 20 posibles genes blanco, donde la posicién de la
secuencia de reconocimiento varia desde la localizacién -264 como es el caso del
gen putativo que codifica para la proteina Pgp-2 hasta la localizacién -985 en el
gen que codifica para una GTPasa de la familia Rho. Ademés dentro de los genes
candidatos identificados, encontramos a algunos relacionados con la respuesta a
estrés inducido por calor como es el gen putativo que codifica para una proteina
de choque térmico y genes relacionados con virulencia como es el caso del gen
putativo que codifica para una proteina de la familia AIG1. Los resultados de esta
bisqueda se muestran en la figura 32.

Por otro lado es pertinente sefialar que para todas los elementos de reconoci-
miento, también se buscaron las posiciones correspondientes a la secuencia consen-
so de la caja TATA y el elemento GAAC, esto en concordancia con la estructura

de los promotores de E.histolytica que ha sido descrita en la literatura (42).
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INOmero de acceso Nombre TIC/TIAAC[G/TIG  ATTIAAA GAAC
Traduccion

>EHI_038620_1200_1000 408 ribosomal protein S16, putative 807 63 -39, -22)
>EHI_148470_1200_1000 aspartale—~ammonia ligase, putlative -377 48 |-41)
Menbrana

>EHI_101230_1200_1000 P-glyco protein 8, putative -57 -36 |-26])
>EHI_007990_1200_1000 158792 GrfA protein, putative 82 66 [-35)
Transporte Vesicular

>EHI_052740_1200_1000 dynamin-like protein -287 44 -31)
>EHI_015260_1200_1000 Rab GTPase activating protein, putative -254 -89 [-52)
>EHI_160900_1200_1000 Sec1 family protein -258 43 -23]
Enquistemento

>EHI_118670_1200_1000 Skp1 protein, putative -301 -70 |-25)
>EHI_142040_1200_1000 exocyst complex component exo70, putative 451 -85 |-59, -26]
SeAalizacion

>EHI_038850_1200_1000 Rho guanine nucleotide exchange factor, putative -287 -93 [-14)
>EHI_148800_1200_1000 calmodulin, putative -936 -71 [-26]
>EHI_128070_1200_1000 protein knase, putative -381 -89 [-62]
Regulacion ADNARN

>EHI_192080_1200_1000 zinc finger protein, putative -997 71 [-16)
>EHI_079200_1200_1000 EF-hand calcium-binding domain containing protein 211 £9 |-286]
>EHI_068570_1200_1000 methyltrangferase-like protein 2, putative -762 85 |46, -24)
>EHI_167080_1200_1000 acetyltransferase, putative -121 43 [-32)
>EHI_065690_1200_1000 ankyrin repeat protein, putative -374 -72 |44, -38)
>EHI_023890_1200_1000 nuclear movement protein, putative -807 43 [-32)
>EHI_064680_1200_1000 alpha-soluble NSF attachment protein, putative 879 47 [-9]
>EHI_082500_1200_1000 structure specific recognition protein, putative -748 42 |-33]
Proteolisis / re3puesta a choque témico

>EHI_035540_1200_1000 ubiquitin-activating enzyme, putative -265 -51 -19]
>EHI_072140_1200_1000 heat shock protein, putative 815 44 |-36]
>EHI_170060_1200_1000 ubiquitin-like protein -703 -70 |19, -10]
>EHI_000640_1200_1000 WD repeat protein -783 A7 -18]
>EHI_056440_1200_1000 WD domain containing protein -747 -71 |-55]
>EHI_001960_1200_1000 WD domain containing protein -525 -91 1-69]
Virulencia

>EHI_010000_1200_1000 BspA-like leucine rich repeat protein, pulative -865 83 [-37])
>EHI_066620_1200_1000 BspA-like leucine rich repeat protein, putative £16 -35 [-8]
>EHI_051290_1200_1000 leucine rich repeat protein 1 637 -35 -9, 4]

Metabolismo

>EHI_165070_1200_1000 shorl chain dehydrogenase family protein 405 -37 [-20)
>EHI_178670_1200_1000 aldose reductase, putative -856 46 [-39)
>EHI_112890_1200_1000 apyrase, putalive £67 -55 -26]
>EHI_026480_1200_1000 (2ry-phospho-3-sulfolaciate synthase, putative -733 -38 [-28, -22]
>EHI_178820_1200_1000 3'(2"),6"-bisphosphate nucleotidase, putative £36 -84 |-25]
>EHI_111610_1200_1000 tryptophanase, putative 579 47 [-27]
>EHI 025710 1200 1000 imnc-ﬁfurﬂayopmtein. pul:tivo -340 42 [-24]

Fig. 30: Genes que contienen en su regién promotora el elemento de reconocimiento a Myb
T(C/T)AAC(G/T)G.
En la tabla se indica el nombre de cada gen y la funcién con la que esté relacionado, su nimero de acceso en la base de datos

de Pathema, y la localizacién el ERM, asf como la localizacién de la caja TATA (ATTTAAA) y la secuencia GAAC.
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NOmero de acceso Nombre AACIA/TIGT] ATTIAAA GAAC
Respuesta a estimulos extracelulares

>EHI_067390_1200_1000 Rho family GTPase -728 40 [-24]
>EHI_148580_1200_1000 cholinefethanolamine kinase, pulative -741 44 -17]
Traduccion

>EHI_148470_1200_1000 aspartale—~ammonia ligase, putative 467 48 [41]
Protedlisis/ Respuesta a Choque Térmico

>EHI_008380_1200_1000 aminopeptidase, putative £77 -39 [-18]
>EHI_035540_1200_1000 ubiquitin-activating enzyme, putative -202 -51 [-19]
>EHI_009640_1200_1000 WD repeat protein -782 47 [-18]
Transporte vesicular

>EHI_052740_1200_1000 dynamin-like protein 615 44 [-31]
>EHI_162550_1200_1000 vesicular integral membrane protein VIP36, putative -770 62 [-34]
>EHI_160900_1200_1000 Sec1 tamily protein 257 43 1-23)
>EHI_082500_1200_1000 structure specific recognition protein, putative -579 42 [-33]
Regulacién de ADN/ARN

>EHI_188730_1200_1000 histone H2B -935 -51 |-34]
>EHI_126210_1200_1000 histona H2A, putative -085 47 [-30]
>EHI_065680_1200_1000 ankyrin repeat protein, putative -197 -72 |44, -38)
>EHI_167080_1200_1000 acetylirangsferase, putative £35 43 [-32]
Metabolismo

>EHI_165070_1200_1000 short chain dehydrogenase family protein 482 -37 |-20]
>EHI_025710_1200_1000 iron-sulfur flavoprotein, putative 339 42 [-24]
Membrana

>EHI_186600_1200_1000 P-glycoprotein-2, putative -202 -86 -39]
>EHI_075410_1200_ 1000 P-glycoprotein 5, putative -981 81 |-46]

Fig. 31: Genes que contienen en su regién promotora la secuencia AAC(A/T)GTT de D. dis-

coideum.

En la tabla se indica el nombre de cada gen y la funcién con la que esta relacionado, su nimero de acceso en la base de datos
de Pathema, y la localizacién de la secuencia AAC(A/T)GTT, asi como la localizacién de la caja TATA (ATTTAAA) y la
secuencia GAAC.
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Numero de acceso Nombre TATCCA'  ATTTAAA® GAAC?
Traduccién

>EHI_098840_1200_1000 408 nbosomal protein S4, putative £24 -01 [-5]
Menbrana

>EHI_101230_1200_1000 Pglyco protein 6, putative -835 -36 |-26)
>EHI_186600_1200_1000 P-glycoprotein-2, putative -264 -86 [-39]
Tréfico Vesicular

>EHI_068240_1200_1000 Rho family GTPase -985 47 [-39, -21)
>EHI_160900_1200_1000 Sec1 family protein £97 43 [-23]
Proteolisis / respuesta a choque témco

>EHI_072140_1200_1000 heat shock protein, putative -539 44 [-38)
>EHI_086080_1200_1000 proteasome alpha subunit, putative -387 £7 -22]
Virulencia

>EHI_024230_1200_1000 cysleine synthase 2, putative -376 45 -27]
>EHI_160930_1200_1000 cysleine gynthase 2, putative -376 45 |-27]
>EHI_199470_856_656 AIG1 family protein, putative -362 -31 -17)
>EHI_051290_1200_1000 leucine rich repeat protein 1 -980 -35 -9, 4]
>EHI_008380_1200_1000 aminopeptidase, putative -721 -39 -18]
SeAalizacién

>EHI_152350_1200_1000 casein kinase, pulative £81 -57 |-50]
>EHI_007340_1200_1000 protein phosphatase, putative -322 -36 |-20]
Ciclo celular

>EHI_189910_1200_1000 meiotic check point regulator, putative €99 -72 |-35]
Metabolismo

>EHI_098560_1200_1000 hexokinase -5901 42 -33, -7]
>EHI_099700_1200_1000 NAD(FAD)dependent dehydrogenase, pulative 454 486 1-27)
>EHI_126020_1200_1000 glucosidase, putative 371 43 |-24]
>EHI_178670_1200_1000 aldose reductase, putative -743 46 -39]
:_E_Hl 142090 1200 1000 2i3-bi=hoghgl£emte-indeeendenlghoghogIEerate mutase, putative -374 46 [-33]

Fig. 32: Genes que contienen en su regién promotora la secuencia TTACCA de O. sativa.
En la tabla se indica el nombre de cada gen y la funcién con la que esté relacionado, su nimero de acceso en la base de datos
de Pathema, y la localizacién la secuencia TTACCA, asi como la localizacién de la caja TATA (ATTTAAA) y la secuencia
GAAC.



5. Discusion

La regulacién de la transcripcién es uno de los puntos clave que permite
la diversidad fenotipica entre diferentes organismos. En el caso de E.histoiytica
se conoce poco acerca de factores que regulan la transcripcion. En este traba-
jo nos enfocamos en el estudio de factores de transcripcién Myb con el motivo
SHAKQYF. Resulta interesante que el andlisis de la secuencia del genoma comple-
to de E.histolytica revela la presencia de multiples copias de genes cuyos productos
protéicos tienen el motivo de unién a ADN myb. Una de las ideas que se ha con-
solidado en la biologia evolutiva, es que la generacién de novedades evolutivas
depende en gran medida de que un nimero relativamente pequeiio de elementos
de regulacion génica adquieran nuevos papeles e intervengan en nuevas rutas de
regulacion. . Es probable que la duplicacién y la divergencia sean condiciones para
que se dé la evolucién de funciones nuevas, especialmente en genes involucrados
en regulacion de la transcripcion. La idea detras de este concepto es que que éstos
genes se encuentran fuertemente restringidos selectivamente, ya que son necesa-
rios para el funcionamiento 6ptimo de un organismo, y la exploracién de nuevas
funciones les esta excluida. En cambio, la duplicacién de estos genes permitiria
que las copias pardlogas quedaran en libertad de explorar el espacio funcional sin
poner en riesgo la viabilidad del organismo. Aunque no esta claro el papel que las
diferentes copias de genes tipo myb juegan en el ciclo de vida de E.histolytica, el
hecho de que se conservaron es indicativo de una diversificacién o especializacion
de sus funciones.

Los eventos de duplicacién de genes pueden ocurrir en distintos puntos a lo
largo de la historia evolutiva, sin embargo resulta importante destacar que los
eventos que dieron origen a las tres proteinas myb con motivo SHAKQYF en las
que se centré este estudio parecen haber ocurrido en un periodo relativamente
reciente, siendo las mis cercanas a éstas las proteinas derivadas de organismos
amoeboides como es Entamoeba dispar y Dictiostellium discoideum. Se sabe que
E.histolytica comparte muchas caracteristicas moleculares con el organismo Dic-
tiostellium discoideum, por ejemplo con base en la comparacién del genoma de
ambos organismos se ha identificado que comparten 1 510 familias de genes (49),

por lo cual no es sorprendente que algunas proteinas de ambos organismos estén
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relacionadas filogenéticamente, como es el caso de las proteinas EhMybS1, S2 y
S3 de E. histolytica y MybE de Dictiostellium discoideum.

El cambio de especificidad de los factores de transcripcién puede ocurrir en la
alteracion ya sea de su dominio de unién a DNA, que potencialmente modificaria
la. secuencia blanco en el ADN, o en el dominio transactivador que le permite al
factor de transcripcién interactuar con otras proteinas. En este caso nos enfoca-
mos a analizar los cambios en el dominio de unién a ADN. Se ha reportado que las
sustituciones de los triptofanos por otros aminodcidos arématicos o por alanina o
leucina no afectan la capacidad de unién a ADN en la proteina candénica c-Myb
(47), y éste es precisamente el tipo de mutaciones presentes en las proteinas ana-
lizadas en este trabajo, lo que sugiere que las secuencias identificadas en nuestro
andlisis preliminar podrian conservar su capacidad de unir DNA, ésta idea fue
apoyada por los datos de prediccién de estructura secundaria y terciaria de dichas
proteinas. Cuando se evalud la capacidad de unién a ADN de la proteina recombi-
nante EhMybS3r a una sonda que contiene un elemento de reconocimiento a Myb
canénico denominado mim-1, se observé la formacién de complejos ADN-proteina,
lo que sugiere que a pesar de la mutaciones que presenta la proteina con respecto a
un dominio myb candnico, conserva la capacidad de unirse al ADN y que ademds
posee cierta afinidad por el elemento de reconocimiento a Myb ya que cuando se
cambian las bases relevantes para la unién (mim-1 mutada) no se formaron com-
plejos. Es pertinente sefalar que no podemos definir si esta capacidad de unién es
secuencia especifica ya que no se realizaron ensayos con competidores especificos.
Sin embargo, los resultados obtenidos en este trabajo nos permiten plantear la idea
de que los cambios observados en la secuencia de aminoicidos del dominio myb
cambie la especificidad de unién o la fuerza de la interaccién con el ADN, lo que
a su vez se reflejaria en la especializacion o diversificacién de las funciones de ésta,
familia de factores transcripcionales.

Algunas proteinas Myb han sido descritas como reguladores transcripcionales
involucradas en el control de la expresién de genes relacionados con respuesta a
diferentes tipos de estrés, por ejemplo OsMYBS1,S2 y S3 en la regulacién del gen
a - amilasa en respuesta a la privacién de aziicar en Oryza sativa, LCR1 involu-

crado en la respuesta a la concentracién de CO2 en Chlamydomonas reinhardtii y
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AtPHRI relacionado con la respuesta a privacién de fosfato en Arabidopsis thalia-
na. Un modelo de estrés estudiado ampliamente en E.histolytica es la respuesta al
estrés caldrico, en este contexto en ensayos con microarreglos se detectaron 3.6 ve-
ces de cambio en la expresion del gen EHI_063550 que codifica para una proteina
MYB de tipo R2R3 (34). Resulta interesante que la expresién del gen ehmybs3
haya aumentado en condiciones de estrés calérico. Dado que otras proteinas de
tipo Myb han sido relacionadas con la regulacién de genes que participan en la
respuesta a determinado estrés, no es sorprendente que el gen ehmybs3 cambie sus
niveles de expresion bajo la condicién estudiada. Si bien es necesario continuar
con los estudios para poder establecer si este gen estd involucrado en la respues-
ta al choque térmico, este resultado representa una primera aproximacién a las
funciones que podrian desempenar las proteinas Myb SHAQKYF en el parasito
Entamoeba histolytica.

Otra caracteristica de las proteinas de tipo Myb es que éstas han sido relacio-
nadas con el desarrollo o diferenciacién celular en una gran variedad de organismos
como son mamiferos, plantas e incluso algunos parasitos protozoarios (38), (40),
(51). Por ejemplo el gen zmmybst! que codifica para una proteina myb de tipo
SHAQKYF involucrado en el desarollo y diferenciacién celular en zea mays (24),
otra proteina de tipo Myb SHAQKYF, HvMYBS3 ha sido relacionada con el desa-
rrollo del endospermo en Hordeum vulgare, LeMybl involucrado en la regulacién
de la expresién de los genes tejido especificos RBCS1,52 y S3A en Lycopersicon
esculentum (45) y MybE involucrado en la diferenciacion celular en Dictyostelium
discoideum (18) entre otros. E.histolytica es un organismo que durante su ciclo de
vida presenta dos estadios celulares: quiste y trofozoito. En este contexto se han
identificado genes regulados por el desarrollo que se expresan de forma especifica
en uno u otro estadio, entre estos los genes myb EHI 063550 y ehmybs2 (16) se han
reportado como genes especificos del trofozoito. Es bien canocido que los trofozoi-
tos de este parasito llevan acabo diferentes mecanismos que le permiten invadir al
hospedero como son la adhesidn, la citdlisis y la fagocitosis de células blanco. Con-
siderando a los genes ehmyb SHAQKYF como posibles factores de transcripcién
pensamos que estos podrian estar involucrados en la regulacion de otros gemes re-

lacionados con cualquiera de los procesos especificos del trofozoito. En este trabajo
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con la finalidad de estudiar a los genes ehmybs1, ehmybs2 y ehmybs8 decidimos
evaluar sus niveles de expresién en un modelo de laboratorio que representara un
proceso especifico del trofozoito: la eritrifagocitosis. Es importante destacar que
en los tres genes se observé una disminucién en su expresion que sugiere su par-
ticipacién en eventos relacionados con la eritrofagocitosis, lo cual implicaria una
relacion directa con la virulencia de este parésito.

Si las proteinas EhMyb SHAQKYTF son factores de transcripcién de tipo Myb,
entonces deberian tener la capacidad de unirse al ADN y probablemente reconocer
secuencias especificas como es el caso de las proteinas canénicas que se unen al
consenso: [T/C]JAAC[G/T|G denominado Elemento de Reconocimiento MYB
(MRE) (4) o las proteinas Myb SHAQKYF como en Dictyostelium discoideum
donde MybE es capaz de unirse a la secuencia AAC[A/T|GTT (18) o en Oryza
satia donde las proteinas OsMYBS1,52 y S3 son capaces de unirse a la secuencia,
TATCCA (32). En este trabajo se encontraron posibles elementos de regulacion
myb en genes involucrados en diversas funciones, si bien sélo un niimero limitado
de promotores parece contener estos elementos. Es pertinente sefialar que como
criterios de bisqueda ademds de las secuencias antes mencionadas también se
consideré que los hits encontrados estuvieran en un contexto biolégico, es decir
que los promotores tuvieran una caja TATA y que el elemento se encontrarz rio
arriba de la misma. Adema4s se buscé si contenian el elemento GAAC, esto en
correspondencia con la estructura tripartita de los promotores de E.histolytica
sugerida por Purdy en 1996 (42). El INR no se consideré como un criterio de
exclusién ya que se conocen promotores que no lo contienen como es el caso del
gen ehrabB (44). Cabe mencionar que este anilisis es preliminar ¥ que la secuencia
especifica que reconocen estas proteinas no se conoce, por lo que serd necesario
llevar a cabo un analisis mas profundo conforme se vaya ampliando la informacién
disponible acerca de este tipo de factores de transcripcion.

En conjunto la evidencia presentada en este trabajo apoya la idea de que las
proteinas myb con motivo SHAKQYF son factores de transcripcién, aunque es
necesario dilucidar los procesos en los que intervienen dentro del ciclo de vida de
E.histolytica.
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6.

Conclusiones

. E.histolytica contiene en su genoma 9 genes que codifican para proteinas del

tipo EhMyb SHAQKYF.

. Las proteinas EhMyBS1, EhMyb S2 y EhMybS3 no presentan sustituciones

en los dos primeros triptofanos caracteristicos del dominio de unién a ADN

Myb y el motivo SHAQKYF se mantiene sin variaciones.

. Las proteinas EhMyBS1, EhMyb S2 y EhMybS3 conforman un grupo mo-

nofilético.

. Las proteinas EhtMyBS1, EhMyb S2 y EnMybS3 tienen como pardlogos mas

cercanos a las proteinas del organismo amoeboide Dictiostellium discoideum

y el alga Ostreococcus lucimarinus.

. La proteina EhMybS3 puede estar involucrada en la regulacién de genes

relacionados con la respuesta al choque térmico y la eritrofagocitosis.

. La proteina EhMybS3r tiene capacidad de unién a ADN y reconoce a la

secuencia de reconocimiento a Myb del oligonucleétido mim-1.

. Existen genes en E.histolyica que contienen en sus promotores posibles se-

cuencias blanco para las proteinas de tipo Myb SHAQKYTF entre los que
destacan genes de respuesta a estrés por choque térmico, genes involucrados

con virulencia y genes relacionados con sefializacién.
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7. Apendice A: Abreviaturas

EhMyb Proteina de Entamoeba histolytica con dominio Myb

ADN Acido desoxirribonucléico

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa

EHMybS1-S9 Proteina de tipo Myb SHAQKYF de Entamoeba histolytica
RT-PCR Retrotranscripcién-reaccién en cadena de la polimerasa

EhMybS3r Proteina de tipo Myb SHAQKYF de Entamoeba histolytica 3 recom-

binante
EMSA Ensayo del cambio de la movilidad electroforética
Mb Mega bases
ARN Acido ribonucléico
ARNi Acido ribonucléico de interferencia
pre-m-ARN ARN mensajero precursor
pol LII III polimerasa I, IT y III
Inr Elemento iniciador
BRE Elemento reconocible por TFIIB
DPE Elemento de reconocimiento a rio abajo
GTF Factor de transcripcién General
TF Factor de transcripcién
TBP Proteina de unién a la caja TATA
TAFS Factores asociados a la TBP

CTD Dominio carboxilo terminal
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ATP Adenosin trifosfato

pb Pares de bases

DBD Dominio de unién a ADN.

aa aminodcidos

TIGR Instituto de Investigacién Gendmica
Mpb Mega pares de bases

c-mb Contraparte celular del gen del virus de la mieloblastosis.
v-myb Virus de la mieloblastosis.

kDa Kilo Daltones

TRF Factor de unién a los repetidos teloméricos
R1, R2 y R3 Repetidos 1,2 y 3.

MRE Elemento de reconocimiento a Myb.
URE Elemento regulador rio arriba.

INCBI Centro Nacional de Informacién Biotecnoldgica
min Minutos

U Unidades enzimadticas

mL Mililitro

pg Microgramos

°C Grados centrigados

hrs Horas

FD Factor de dilucién

nm Nanometros
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rpm Revoluciones por minuto

g Gravedades

UV Ultra violeta,

mM Mili Molar

DTT Ditiotreitol

dNTPs Desoxinucleétidos trifosfatados
cDNA ADN complementario

rARN ARN ribosomal

V Volts

PS Primer sentido

PA Primer Antisentido

PBS Solucién Amortiguadora de fosfatos
s Segundos

dT Desoxitimidina

tARN ARN de transferencia

LAC Medio Luria Ampicilina Cloranfenicol
FPLC Cromatografia Liquida Rapida de Proteinas
PH Potencial de hidrégeno

PM Peso molecular

CEM Coeficiente de Extincién Molar
mA Mili amperios.

TBS Solucién amortiguadora, de Tris salina
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pM Micromolar

1 Microlitros

1Ci Micro Curies

dATP 2’-deoxyadenosina 5-trifosfato

dGTP 2’-deoxyguanosina 5'-trifosfato

dCTP 2’-deoxycitosina 5-trifosfato

dTTP 2’-deoxytimidina 5'-trifosfato

ng Nanogramos

AIC Criterio de Informacién de acuerdo a Akaike

MTM Marcador de Talla Molecular

mm? milimetros cuadrados

INT Intensidad

RT- Control de retrotranscripcién negativo.

PCR+ Control positivo de la reacciéon en cadena de la polimerasa.
PCR- Control positivo de la reaccién en cadena de la polimerasa.
DO Densidad ()ptica

SDS PAGE Electroforésis en gel de poliacrilamida desnaturalizante.
GSTr Proteina Glutation S-transferasa recombinante
poly(dI-dC) Homopolimero de desoxiinosina y desoxicitosina
IPTG Inductor Isopropil -D-1-tiogalactopiranosida

mm-1 Gen que codifica para la proteina mieloide 1 inducida por Myb

mim-1M sonda mim-1 mutada
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ELT Solucién EDTA-Lisozima-Triton
TS Solucién Tris HCL-Sacarosa
PEG Polietilenglicol-NaCl

RtREV+G Modelo de sustitucion para inferencia de la filogenia de retrovirus y

retrotransciptasa.

WAG+G Modelo de sustitucién de Whelang y Goldman
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8. Apéndice B: Soluciones

Medios de cultivos

LB: 10 g de triptona, 5 g de extracto de levadura y 10 g de NaCl. Agua c.b.p. 1L.
Se ajusta el pH a 7.5 con NaOH. Se esteriliza por autoclave.

TYI-S-33

Biosate 300 g, Glucosa anhidra 91 g, Nacl 20 g, KHoPOy 6 g, KoHPO410 g, L(+)
Ac. ascérbico 2.5 g, L-Cistefna 12.5 g, Agua c.b.p. 8.7 L.

Solucién Alsever (500mL)

Acido citrico 0.275 g, Citrato de Sodio 4.0 g, NaCl 2.1 g, Dextrosa 10.25 g, agua
c.b.p. 500 mL.

Amortiguador de carga para proteinas (2X)

Tris-HCL 100mM, 4% de SDS (p/v), 20 % de glicerol, 2% de 2-mercaptoentanol
y 0.25% de azul de bromofenol (p/v). Se ajusta el pH a 6.8.

Amortiguador de corrida para electroforésis de proteinas

Tris-base 0.025M, glicina 200mM y SDS 0.1 %.

TAE (50X). 1L

242 g de Tris-base, 5.7 % de 4cido acético glacial (v/v), 18.6 g de Nag EDTA 2
Hy0. Agua c.b.p. 1 L. Se ajusta el pH a 8.3.

TBE(10X)

Tris-bsae 44.5 mM, 4cido bérico 44.5 mM y EDTA 0.9mM.

Amortiguador de transferencia(1X)

Tris-HCI 25mM, glicina 129 mM y metano al 20 %.

Amortiguadores para purificacién de proteina por FPLC
Amortiguador de unién

20 mM fosfato de sodio, 0.15 M NaCl. Se ajusta el pH a 7.3

Amortiguador de elucién

50 mM Tris-HCI, 10 mM glutatién reducido. Se ajusta el pH a 8.0.

PBS pH 7.4

NaCl 137 mM, KH;PO412H,0 10 mM y KCI 2.7 mM. Se ajusta el pH a 7.4.
Solucion de azul de coomassie(1L)

Coomassie R-250 al 0.25 %, 500 mL de metanol y 70 mL de 4cido acético. Agua
c.b.p. 1L.
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Solucién destenidora
Etanol 30 %, acido acético 10 % y agua bidestilada 60 %.

Amortiguador de unién 5X
HEPES pH 7.9 12 mM, kCI 60 mM, DTT 1 mM, MgCl; 4 mM, espermidina 4 mM

y glicerol 10 %.
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