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RESUMEN

En células eucariénticas y procaridnticas, la recombinacién homdloga es un
mecanismo que permite la generacion de diversidad genética. Este mismo
evento es también usado por las células para reparar de manera apropiada
las rupturas en la doble cadena del DNA. El grupo de genes de epistasis
rad52 codifica para una serie de proteinas que participan en la reparacion
de este tipo de lesiones via recombinacion homdloga, que han sido
ampliamente estudiadas en humanos y levaduras. Dentro de este grupo se
distingue la recombinasa RAD51 (RECA en E. coli), cuya funcion radica en
catalizar la transferencia entre cadenas de DNA promoviendo la blsqueda
de homologia y el apareamiento entre la cadena de DNA dafiada y una
hebra homodloga intacta que sirve como templado para reparar la lesion.

En parasitos protozoarios, la recombinacion homdloga genera rearreglos en
el genoma que modifican la expresion de genes y ocasionan variacion
antigénica y multiresistencia a drogas. Esto permite, a dichos patégenos;
burlar tanto la respuesta inmune del huésped como la accién de farmacos
usados para el tratamiento de la infeccion. Sin embargo, en Entamoeba
histolytica, el protozoario causante de la amibiasis humana, se desconoce
totalmente como operan los mecanismos de reparacion del DNA y de
recombinacion homodloga.

En este trabajo, se inicid el estudio del mecanismo de reparacion del DNA
por recombinacion homdloga en el eucarionte primitivo E. histolytica,
usando un modelo de dafo al DNA inducido con luz UV-C (150 J/m2). La
generacion de rupturas en la doble cadena fue monitoreada con ensayos

tipo TUNEL y Cometa y con la evaluacién del estatus de fosforilacion de la
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histona EhH2AX. Ademas, en el genoma de E. histolytica, se identificaron
los genes homodlogos al grupo de epistasis rad52 de levadura y humano, y
se evaluo el perfil transcripcional de dicho grupo de genes en respuesta a la
irradiacion UV-C. Se evidencid que estos genes se expresan de manera
diferencial antes y después del tratamiento genotodxico.

Posteriormente, se caracterizd a la recombinase putativa EhRADS1, la cual
conserva la tipica arquitectura de las proteinas de la familia RECA/RADS51.
Usando anticuerpos policlonales especificos, se inmunodetectd a la proteina
EhRADS1 en extractos citopldsmicos y nucleares preparados a partir de
trofozoitos sometidos a tratamiento con luz UV-C. Ademas, con ensayos de
microscopia confocal laser, convincentemente se mostré que EhRADS1 se
relocaliza después del dafio al DNA de manera dispersa en el nlcleo de las
células formando tipicas estructuras conocidas como foci de reparacion.

Se caracterizé bioquimicamente a la proteina recombinante EhRADS1, y se
evidencié que ésta posee actividad de unién al DNA y de apareamiento

entre cadenas homologas in vitro.

Estos hallazgos constituyen los esfuerzos iniciales encaminados a
comprender los mecanismos de reparacion del dafio al DNA en E. histolytica,
contribuyendo asi a entender los eventos que regulan la integridad y

variabilidad del genoma de este protozoario patdgeno.
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I. INTRODUCCION

1. Antecedentes generales del tema

1.1. Mantenimiento de la integridad del genoma

En 1953, Watson y Crick resolvieron, ante la mirada aténita del mundo, la
estructura del DNA e inminentemente sugirieron un mecanismo para la
replicacion de esta biomolécula. Sin embargo, en esos tiempos, fue dificil
imaginar los mecanismos por los cuales las células son capaces de
resguardar la integridad de su genoma y de adaptarse a las condiciones

ambientales adversas.

En la mayoria de las células, el DNA es dafiado regularmente por
mutagenos enddgenos y exdgenos. En el humano, tanto las reacciones
metabdlicas normales como factores ambientales pueden causar dafos al
DNA, alcanzando las 500 000 lesiones de moléculas por célula al dia. Aun
asi, algunos factores causantes de dafio pueden hacer que esta tasa sea
incluso mayor. Estas cantidades constituyen sélo el 0,0002 % de las 3 mil
millones de bases presentes en el genoma; no obstante, una simple lesién
sin reparar en un gen relacionado con el cancer (como un gen supresor
tumoral) puede traer consecuencias catastroficas para el individuo. Si los
dafios en el DNA son reconocidos por las maquinarias celulares,
generalmente se activan uno o varios de los puntos de control del ciclo
celular, propiciando un paro en la progresiéon de las fases del mismo. Este
evento evita que la célula se replique y se perpetien las lesiones del DNA
en las células hijas, mientras estimula la activacién de mecanismos de

reparacion especificos y recluta proteinas que corrigen las lesiones,
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restaurando asi la integridad del genoma. Por otro lado, cuando el deterioro
es excesivo e irreparable se induce muerte celular programada (apoptosis)
o de lo contrario se produce un crecimiento no regulado (Longhese y cols.,

2006).

1.2. Origen y tipos de dafo al DNA

El dafio en el DNA, también denominado dafio genotéxico, puede clasificarse

de acuerdo a su origen en:

Dafio enddégeno: Ocurre como resultado del metabolismo celular rutinario
en las células; ejemplos son la generacién de especies reactivas de oxigeno,
el bloqueo de horquillas de replicacién durante la fase S del ciclo celular y la

division meidtica.

Dafio exodgeno: Originado por la accidn de agentes externos como los
rayos ultravioleta [UV de 200-300nm] del sol o radiaciones de otras
frecuencias, incluyendo rayos X y rayos gamma. También puede ser
generado por la accion de toxinas de plantas, productos mutagénicos
sintetizados por el hombre, como los hidrocarburos, tratamientos de

quimioterapia y drogas radiomimeéticas.

Las lesiones en la molécula de DNA pueden afectar tanto la estructura
primaria de la doble hélice, como su configuracion espacial, alterando la
informacion genética de las células. A continuacion se enlistan los diferentes

tipos de dafio que pueden afectar al DNA.

e La oxidacion de bases, por ejemplo: la formacion de 8-oxo-7,8-

dihidroguanina (8-oxoG) por radicales oxidantes del oxigeno,
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» La alquilacion de bases (normalmente metilaciéon), como la
formacion de 7-metilguanina,

» La hidrdlisis de bases, como la depurinacién y depirimidinacion,

e Los errores en el apareamiento entre bases, debido a la
incorporacion de una base errénea en la cadena de nueva
formacion durante la replicacion del DNA,

* Las rupturas de cadena sencilla que ocurren cuando so6lo una de
las dos hebras de un cromosoma tiene una mella,

e Las rupturas de cadena doble formadas cuando las dos hebras del

DNA sufren corte.

Todas estas alteraciones pueden ser detectadas y reparadas por
mecanismos celulares especializados. Dependiendo del tipo de dafio
causado, se ejecutan diversas estrategias de reparacidon para recuperar la
informacion perdida. Estos mecanismos de reparacidon del DNA son
altamente conservados e involucran varias maquinarias moleculares que

agrupan a cientos de genes asociados.
1.3. Reparacion de las rupturas de la doble cadena del DNA

La lesion mas severa que puede sufrir la doble hélice es el rompimiento en
ambas cadenas (DSB, por sus siglas en inglés “double strand break"”). Si
este tipo de dafo no es reparado, las consecuencias pueden ser letales,
debido a la generacion de aberraciones y mutaciones devastadoras que
constituyen el preambulo de numerosos sindromes de inestabilidad
cromosoémica y canceres en Io; organismos multicelulares. En general, estos

procesos no suceden debido, en parte, a que la integridad del genoma esta
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resguardada por mecanismos de reparacion del DNA (Longhese y cols.,
2006).

Las DSBs pueden ser generadas de manera directa por la accién de agentes
genotoxicos exégenos como la hidroxiurea (HU) y la radiacién ionizante
(Krejci y cols., 2003); pero también se ha descrito que los dimeros de
pirimidinas formados por la irradiacion con luz ultravioleta potencian la
formacion de DSBs, al bloquear la maquinaria de replicacién (Garinis y cols.,
2005). Los rompimientos también ocurren de manera espontdnea durante
la recombinacion meidtica para asegurar la segregacidon cromosomal
generando diversidad genética.

Se conoce que en eucariontes, coexisten dos rutas principales de reparacion
de las DSBs: recombinacién entre sitios de DNA homdlogo, conocida como
recombinacion homdloga y la uniéon de los extremos no homdlogos o
recombinacion no homdloga. La recombinacién homdloga es la forma mas
conservativa de reparacién de las rupturas de la doble cadena del DNA;
mientras que en la segunda via se pierden o ganan varios pares de bases
en el lugar del corte. La primera es la manera mas frecuente de reparacion
en eucariontes inferiores (ej. Sacaromyces cerevisiae) y la segunda en
eucariontes superiores, incluyendo los mamiferos (Bhattacharyya y cols.,
2004)

Los mecanismos de reparacidn y recombinacién del DNA han sido bien
estudiados en Escherichia coli y en organismos eucariontes tales como S.

cerevisiae y Homo sapiens.
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1.4. La recombinacion homdologa

La recombinacion homdloga es el proceso normal mediante el cual se
reparan las rupturas de la doble cadena en el DNA generadas de manera
deliberada como parte de la meiosis, para producir células haploides en los
organismos con reproduccion sexual. Este sistema de recombinacion
involucra el apareamiento y sinapsis de los cromosomas homdlogos
(division meidtica) o de cromatidas hermanas generadas durante el proceso
de replicacion del DNA (divisiéon mitética). En términos generales, el
mecanismo de recombinacion homodloga se define como la bulsqueda,
apareamiento, intercambio y/o regeneracidn entre secuencias homélogas de
DNA. Predomina sobre otros mecanismos de reparacion, durante las fases S
y G2 del ciclo celular (Delacote y Lopez, 2008)

De manera interesante, algunas de las enzimas que participan en este
evento son las mismas que llevan a cabo la reparacién del DNA en células
somaticas de mamiferos; asi como en bacterias. Estas observaciones nos
hacen pensar en la cuestion de quien emergi6 primero: si la recombinacion
como un medio para generar diversidad genética o la reparacién mediada
por la recombinacion como una manera para mantener la integridad del
genoma.

El intercambio genético por recombinacién se encuentra altamente
conservado a lo largo de la escala evolutiva, se lleva a cabo tanto en
animales y vegetales como en procariontes, virus, pldsmidos e incluso en el
DNA de organelos celulares como las mitocondrias. Por lo tanto, juega un
papel central en el crecimiento, desarrollo y adaptacién de los organismos

(Tombline y cols., 2002; Conway y cols., 2002).
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En 1964, Robin Holliday propuso el primer modelo de recombinacidon
homodloga del cual han surgido muchas variantes. La mayor parte de los
indicios apunta a favor de que la recombinacidn se inicia por una ruptura en
ambas cadenas de uno de los duplex de DNA y el cromosoma homdlogo
intacto es utilizado como plantilla para reparar el corte por medio de una
sintesis de DNA (Delacote y Lopez, 2008; Holliday, 1964). Se conoce que
este modelo es aplicable a la recombinacion homédloga en procariontes y en
eucariontes (Fig. 1).

Los indicios de que los intermediarios de Holliday realmente existen
provienen de la Microscopia electronica de moléculas de DNA de virus y
plasmidos, extraidas tanto de células bacterianas como de células animales.
Las microfotografias electrénicas en proceso de recombinacion muestran
estructuras de Holliday isométricas y de cadenas cruzadas como las que

aparecen en la figura 2.
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Figura 1. Modelo de rotura en la doble cadena para la recombinacion
homdloga, elaborado a partir de estudios en S. cerevisiae.

Una rotura de la doble cadena tiene lugar en una de un par de moléculas de
DNA homodlogas alineadas (DNA homologo a); la ruptura se expande para
formar una brecha por la accién de exonucleasas 5’ 3’, generando extremos
3’ de cadena sencilla (paso 1). El extremo 3’ de una cadena a invade
entonces al DNA b homodlogo (paso 2) y es alargado por la DNA polimerasa,
que usa como plantilla la cadena complementaria de b (paso 3). Luego el
extremo 3’ de la otra cadena a cortada es alargado mediante el uso de la
otra cadena b como molde (paso 4 a), lo cual produce una estructura
intermediaria que contiene dos regiones de DNA heteroduplex y dos
estructuras de cadenas cruzadas definidas como intermediarios o uniones
Holliday (paso 4b). Tras la rotacion a la altura de los puntos de
entrecruzamiento, cada una de las uniones de Holliday se separa mediante
el corte de dos monocadenas y posterior ligacion, lo que produce dos
moléculas de DNA con o sin entrecruzamiento (paso 5).
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Figura 2. Micrografia electrénica de DNA de plasmido en proceso de
recombinacion. Se aprecia el anillo monocatenario en el centro de la
estructura de Holliday isométrica.
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1.4. Mecanismo molecular de recombinacion homdloga en E. coli

El proceso de recombinacién homdloga parece enigmatico: crea diversidad
genética, pero a la vez, provee una via importante de reparar el dafio en el
DNA sin errores. Por mas de 20 afios, E. coli ha constituido un modelo
valuable con el cual disertar las etapas moleculares de la recombinacion y
de la reparacion de las roturas del DNA via recombinacion homdloga.

Para niveles normales de recombinacion, alrededor de 20 productos génicos
son requeridos, incluyendo los codificados por recA, recB, recC, recD, recF,
recG, recJ, recN, recO, recQ, recR, ruvA, ruvB, ruvC y genes ssb (He y cols.,
2006). Muchas de estas proteinas juegan papeles bien definidos en varias
etapas de la recombinacion.

Tres mecanismos enzimaticos diferentes, pero relacionados, efecttan la
recombinacion homdloga en la bacteria E. coli. Los tres incluyen el proceso

basico de la ruptura de doble cadena ilustrado en la figura 4, para generar

" una estructura de tipo Holliday que sufre migraciéon de cadenas, seguida por

corte con endonucleasa y después la unidn de los extremos para producir
recombinantes. Nos referiremos ahora a las enzimas encargadas de estos
mecanismos: RECBCD, RECA y a las enzimas RUV; para entender como se
llevan a cabo las reacciones especificas durante el proceso de
recombinacion homdloga.

o Enzima RECBCD: Este complejo enzimatico, compuesto por proteinas
codificadas por los genes recB, C y D, participa en la iniciacion de la
recombinacion ya que reconoce de manera especifica roturas en la doble
cadena del DNA. Estas roturas se producen en forma natural durante la

conjugacion bacteriana, un proceso en el que se transfiere DNA
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cromosomico de una bacteria a otra a través del contacto celular directo, y
durante la transduccion mediada por bacteri6fagos. También pueden
producirse por exposicion a los rayos X y a ciertos compuestos quimicos. El
complejo RECBCD posee multiples funciones: se une a los extremos romos
libres de DNA, actiia como helicasa, 3’ 5 exonucleasay 5° 3’ exonucleasa.
La Figura 3A detalla el mecanismo de inicio de la recombinacién por la
accion de RECBCD.

o Proteina RECA: Esta proteina codificada por el gen recA puede unirse
a cualquier DNA de cadena sencilla. En presencia de un DNA duplex
homologo blanco, el complejo RECA-ssDNA puede realizar dos funciones
notables. Primero RECA alinea el ssDNA con su regién de DNA homdlogo
blanco en una cadena duplex y forma un complejo con ella. Segundo, RECA
inserta el ssDNA en el DNA blanco, con lo que desaloja una de las cadenas
preexistentes y forma una estructura de tipo Holliday en heteroduplex
Estudios posteriores demostraron que RECA se unia a los extremos
recombinogénicos de cadena sencilla generados por la accién de la enzima
RECBCD. En realidad la capacidad de RECA de acoplarse a DNA de cadena
sencilla es estimulada por RECBCD, una vez que ha sido activada al
atravesar un sitio CHI del DNA. Ademas RECA tiene actividad enzimatica e
ATPasa pues en presencia de ATP recubre la region de cadena sencilla y se
polimeriza, para formar un filamento que se enrolla a lo largo de todo el
extremo recombinogénico que le permite la bisqueda de homologia en un

DNA homodlogo de doble cadena (figura 3B).

10
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Figura 3. Papel de RECBCD y RECA en la recombinacién homoéloga de E.
Coli.
A.

1 | 4 actividad de helicasa de RecBCD desenrolla el DNA y su actividad de
exonucleasa degrada ambas cadenas simples

2 En el sitio CHI (regiones del DNA que se recombinan con mayor
frecuencia), la actividad de exonucleasa 3’ 5’ disminuye, la continuacién del
desenrollamiento y el aumento de la actividad de exonucleasa 5 3’ produce
extremos 3’ de cadena sencilla.

3 Este extremo 3’ recombindgeno se cubre con multiples mondémeros de
RECA.

B. Ciclo ATPasa de la proteina RECA necesario para la formacién del
nucleofilamento y heterodiplex entre secuencias de DNA homdlogas.

11
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RECA es una proteina trascendental. Primero, es esencial para la
recombinacion homologa y la reparacion, porque suscita las interacciones
con el DNA, necesarias para el establecimiento de los contactos entre
homdlogos. Segundo, es el motor que promueve la transferencia de
cadenas entre moléculas de DNA. Tercero, provee la unidad estructural: un
filamento proteico, con el cual tiene lugar la interaccion con el DNA.
Finalmente, este filamento constituye el sitio de union para represores
LexA, resultando en su protedlisis y la subsiguiente induccién de mas de 20
genes involucrados en la respuesta SOS al dafio del DNA.

En los afios 60, Jonh Clark probd por primera vez que mutantes de recA
tenian defectos en la recombinacién genética, y asimismo encontrd que
exhibian una sensibilidad extrema a las radiaciones UV y X.
Sorpresivamente, no fue hasta 20 afios después, luego que RECA fuera
purificada y fueran realizados estudios bioquimicos, que se demostrd su
capacidad de unirse al DNA y de promover interacciones entre cadenas.
Cuando la Microscopia electrénica fue usada para visualizar los complejos
RECA-DNA, se observaron estructuras inusuales semejantes a cilindros
delgados (figura 4A). El examen detallado de estas estructuras mostrd que
contienen cerca de 6 mondémeros de RECA por vuelta de la hélice y que se
extienden aproximadamente 1.5 veces la longitud de un duplex normal de

DNA (figura 4B).

12
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Figura 4. RECA se une al DNA de cadena sencilla para formar el
nucleofilamento.

A. Micrografia electrénica del nucleofilamento DNA-RECA de E. coli.

B. Modelo tridimensional de interacciéon del nucleofilamento de DNA-RECA
con el dsDNA (rojo), mostrandose los monémeros de RECA en color amarillo
C. Diagrama de la estructura terciaria de RECA resuelta por cristalografia de
Rayos X.

13
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Los estudios bioquimicos han revelado que RECA purificada tiene un peso de
37.8 kDa, se une preferentemente al DNA de cadena sencilla (ssDNA) y
posee una actividad ATPasa dependiente de DNA con una constante
catalitica (kcat) de 30 ATP x min™* en el ssDNA. También es una poderosa
recombinasa, que cataliza apareamientos homologos eficientes e
intercambio de cadenas in vitro. La velocidad de intercambio de cadenas
para la RECA ha sido estimada de 2 a 10 pb x segundo, ademas ocurre
con una polaridad 5" 3’y puede formar mas de 6 kb de DNA heteroduplex.
Las uniones Holliday formadas por RECA son reconocidas y procesadas por
una familia de proteinas que mencionamos a continuacion.

o Proteinas RUV: Familia de proteinas que catalizan la migracion de
ramas o cadenas (RUVA y RUVB) y que promueven el corte en las uniones
de Holliday generando las moléculas de DNA resultantes (endonucleasas
RUVC).

Estudios realizados demostraron que la RUVA reconoce de forma especifica
la unidn Holliday y la despliega hacia una configuracion plana perfecta, que
mantiene separados los cuatro segmentos monocatenarios. Esto induce la
union de dos proteinas RUVB hexaméricas anulares con accion helicasa, que
rodean al DNA bicatenario y salen por los lados opuestos del complejo de
RUVA. Impulsados por la hidrélisis de ATP, los anillos de RUVB actian como
bombas moleculares que arrastran dos DNA de doble cadena hacia adéntro
del complejo RUVA, separan las cadenas y luego fuerzan los dos
heteroduplex hacia fuera del complejo de RUVA. Tras la migracion de
cadenas, dos endonucleasas RUVC se unen al complejo RUVA/RUVB y luego

cortan el intermediario de DNA en dos sitios separados por un angulo de

14
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180°; el sellado ulterior lo realiza una ligasa y genera moléculas con un

segmento de DNA heteroduplex.

1.6. El grupo de epistasis RAD52

Aungue en un principio RECA, RECBCD y RUV A, B y C fueron identificadas
en E. coli, todas las células eucarionticas producen proteinas de similar
estructura y funcion. Por lo tanto, el mecanismo de accion de la
recombinacion homdloga se considera muy similar en todos los tipos
celulares.

Al igual que en procariontes, en eucariontes existe toda una bateria de
genes involucrados en la reparacion del DNA por recombinacion homdloga.
Entre los que destacan los genes del llamado grupo de epistasis rad52 de
levadura y humano. En el humano, estos genes codifican para proteinas
claves de este proceso -MRE11, RAD50, NBS1, RAD51 y sus paralogos
(RAD51B, RAD51C, RAD51D, XRCC2 y XRCC3), RAD52, RAD54 y RAD54B-
(Symington, 2002).

El mecanismo de recombinacion homodloga en humano consta de varias
etapas. Al producirse una ruptura en la doble cadena del DNA, el complejo
MRN (MRX en levadura) conformado por tres proteinas (MRE11, RADS50 y
NBS1) se une al extremo 5’ de los fragmentos rotos, actuando en primera
instancia como sensor del dafo (figura 5A). Se propone que el complejo
MRN forma un anillo alrededor de la cadena de DNA rota, para
proporcionarle cierta cohesién (Llorente y Symington, 2004).

Las proteinas RAD50 y MRE11 muestran homologia con las proteina SbcC y
SbcD, de E. coli. En el humano tanto MRE11 y RAD50 interactian con una

tercera proteina llamada NBS1 (p95 o sindrome Nijemegen Breaks), esta
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subunidad parece ser funcionalmente homdloga a la proteina XRS2 de
levadura. Esto sugiere que el complejo MRN de eucariontes superiores es el
homdlogo funcional de RECBCD de bacterias.

La proteina RAD50, que es miembro de la familia de proteinas encargadas
de mantener la estructura de los cromosomas o SMC (por las siglas en
inglés, structural maintenance of chromosome) es una ATPasa dependiente
de DNA. El homodlogo RAD50 de humano se pliega sobre si mismo formado
un tallo de 600 & y dos Idbulos que constituyen la parte funcional para la
hidrélisis del ATP. Al ensamblarse en el complejo, RADS0 externa el dominio
hook que funciona como una gancho y contiene un par de cisteinas, las
cuales junto con un dtomo de zinc se enlazan con otra RAD50 formando una
estructura de dedos de zinc (Sung y cols., 2000). Por otra parte, la proteina
MRE11l es una fosfodiesterasa que tiene dos motivos de unién a DNA y
posee actividad endonucleasa y 3" 5’ exonucleasa in vitro. MRE11 interactta
con si misma y con RADS50 cerca del dominio de ATPasa formando un
heterotetramero estable. Es importante recalcar que si se pierde la
interaccion entre los dedos de zinc, se desestabiliza el complejo y la
interaccion con MRE11 se pierde (figura 5B).

Por otro lado, NBS1 interactia con el N-terminal de MRE11 a través de su
propio extremo C-terminal. Su funcidon adn no es muy clara, parece estar
implicada en mantener abierta la horquilla de DNA, ademds de tener
actividad endonucleasa dependiente de ATP (Zhu y cols., 2000).

Otra proteina crucial en las etapas iniciales de la recombinacién homdéloga
es RPA, conocida también como proteina de replicacion A o SSB (single
strand binding protein) que se une al extremo 3’ de la hebra sencilla de

DNA, para protegerlo y prevenir la formacion de estructuras secundarias.
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Esta proteina cede el extremo recombinogénico a la recombinasa central de
eucariontes y homalogo de la RECA bacteriana: RAD51. La proteina RADS51
entonces se encarga de formar el nucleofilamento con la cadena sencilla de
DNA y de promover la busqueda de homologia y la reaccion de intercambio
de cadenas con un DNA de doble cadena no dafiado, dando origen al
heteroduplex o estructura de Holliday, anteriormente descrito. Como RECA,
las RADS1 eucaridnticas catalizan la formacién de filamentos
nucleoproteicos y promueven apareamientos homologos e intercambio entre
cadenas (Baumann y West, 1998).

Estudios in vitro de caracterizacion de la actividad recombinasa de RAD51
han demostrado su capacidad de formar estructuras recombinantes, en las
que, el filamento de cadena sencilla se unela la proteina RAD51 y se
promueve la interaccion con sitios homologos presentes en un DNA de doble
cadena intacto generando un hibrido conocido como D-loop (Petukhova y
cols., 2000).

A ciencia cierta, los mecanismos de busqueda de homologia e intercambio
entre cadenas de DNA homdlogas todavia resultan confusos; se cree que
esto ocurre a través de colisiones azarosas y que se requiere de un arreglo
dinamico del nucleofilamento. La teoria del arreglo dinamico estd basada en
evidencias experimentales obtenidas mediante ensayos de union de RADS1
al DNA en presencia de ATP y de ATPyS (un analogo de ATP no

hidrolizable).
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Figura 5. El complejo MRN de humano localiza, procesa y estabiliza la

ruptura en la doble cadena del DNA
A. Representacion esquemadtica del complejo MRN asociado a los extremos

rotos del DNA.
B. Representacion de los diferentes dominios funcionales de las proteinas

del complejo MRN de humano.
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En estos estudios, se observd un nucleofilamento activo extendido de 90-
130 A en presencia de ATP y uno comprimido e inactivo de menor longitud
(65-85 A) cuando se incuba con el analogo de ATP no hidrolizable (Ariza y
cols., 2005).

Las restantes proteinas del grupo de epistasis RAD52 colaboran en las
distintas etapas del mecanismo de recombinacidon homdloga. RADS2
interactua con RPA, la proteina de unidén al DNA de cadena sencilla y facilita
la asociacion de RADS1 a la hebra de DNA carente de estructura secundaria
contribuyendo asi a la formacién del nucleofilamento (Shinohara y cols.,
1998). Las proteinas RAD51B y RADS51C son paradlogos de RADS51 que
existen como heterodimeros y parecen actuar como cofactores que ayudan
a RAD51 en el reconocimiento de las secuencias con homologia entre las
cadenas de DNA (Sung, 1997). Numerosos estudios bioquimicos sugieren
que los paralogos de RADS51 no tienen funciones redundantes, sino que
juegan papeles distintivos en las diferentes etapas de la reparacién por
recombinacion homdloga (Liu y cols., 2007). Por otro lado, RAD54 y su
homologo RADS4B estan estructuralmente relacionados con una familia de
DNA helicasas (Clever y cols., 1997) y su funcidn precisa es ayudar a la
formacion de un DNA heterodiplex, que es el intermediario clave en el
proceso de recombinacidon (Petukhova y cols., 2000). En este proceso
pueden interactuar también con RAD51 y compensar su baja actividad
ATPasa, estimulando asi el intercambio entre las cadenas de DNA
(Bhattacharyya y cols., 2004). Un diagrama representativo de las diferentes
etapas del proceso de reparacion por recombinacidon homdloga en humanos

se muestra en la figura 6.
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Figura 6. Representacion esquematica de las principales etapas del
mecanismo de reparacion del DNA por recombinacion homologa en humano,
enfatizando la participacion de las proteinas del grupo de epistasis RAD52.
Una vez procesados los extremos 3’ por el complejo MRN, estos son
protegidos por monémeros de RPA, una proteina de unién al DNA de cadena
sencilla que a su vez favorece la union de RAD52 y la formaciéon de un
nucleofilamento con la recombinasa central RAD51. Este complejo activo es
capaz de localizar y promover la busqueda de homologia en una cadena
complementaria intacta, iniciando el proceso de invasién de cadenas que se
ve favorecido por RAD54. Posteriormente se lleva a cabo la sintesis de la
cadena danada y se resuelven las estructuras de Holliday.
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1.7. La familia de recombinasas RECA/RAD51

Debido a la importancia de RECA en E. coli, la identificacion de los
homodlogos en otros organismos ha sido por muchos afios un importante
reto en este campo. En arqueobacterias existen dos proteinas, RADA vy
RADB, que son homdlogas a las recombinasas RECA/RADS1. En organismos
hipertermofilicos como Pyrococcus furiosus y Sulfolobus solfataricus, RADA
se expresa constitutivamente, contribuyendo asi a la reparacion del
constante dafio que sufre el DNA al ser expuesto a altas temperaturas (Qian
y cols., 2005). RADA tiene mayor homologia tanto en secuencia como en
funcion con la proteina RAD51 que con RECA. Posee actividad ATPasa
dependiente de DNA, promueve el apareamiento e intercambio entre
cadenas homdlogas de DNA y forma un nucleofilamento, similar al formado
por RECA/RADS51 (Komori y cols., 2000a). RADB es una proteina pequefia,
que s6lo posee el dominio central de RECA/RADS51, y aunque es capaz de
unirse tanto a cadena sencilla como a la doble de DNA, no tiene actividad de
apareamiento o intercambio y posee una baja actividad e ATPasa (Komori y
cols., 2000b).

En S. cerevisiae, RAD51 fue identificada como homdlogo de RECA,
inicialmente sobre las bases de la homologia en las secuencias (Basile y
cols., 1992). Prontamente, Bishop y sus colaboradores (Bishop y cols.,
1992) encontraron un gen, definido como dmcl (por sus siglas en inglés:
disrupted meiotic cDNA), cuyo producto resultd ser esencial para la
recombinacion meidtica. Asombrosamente, su secuencia fue similar a la de

RAD51 y RECA. No obstante, se observd una divergencia considerable en la
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secuencia de la region N-terminal, y una regién C-terminal prolongada para
RECA que esta ausente en las otras proteinas.

Numerosos homologos de ScRAD51 y HsRADS1 han sido identificados en
una gran variedad de organismos. De igual manera, los miembros de la
familia  DMC1 han sido encontrados en Candida albicans (DLH1),
Schizosaccharomyces pombe, Lilium longiflorum, Arabidopsis thaliana, Mus
musculus 'y H. sapiens. Interesantemente, hasta la fecha no existe
evidencia de la presencia de homdlogos DMC1l en Drosophila o en
Caenorhabditis elegans (Pittman y cols., 1998a).

DMC1 y RAD51 poseen caracteristicas y papeles tanto distintivos como
comunes. Por Microscopia electrénica, se ha visualizado que DMC1 aparece
en su forma nativa como anillo octamérico con un didmetro de
aproximadamente 140 A° y un agujero central de 25 A° (Passy y cols.,
1999). A diferencia de RECA, sus homdlogos eucaridnticos son considerados
menos eficientes. Por ejemplo, las proteinas de levadura y de humano
muestran velocidades de hidrdlisis de ATP casi 100 veces menores a las de
RECA. Algunas caracteristicas especificas de RECA y las RAD51 y DMC1
humanas se presentan con detalle en la tabla 1.

Existen evidencias de la participacién de la familia RAD51 en diversos
procesos en diferentes organismos. En S. cerevisiae ninguno de los
miembros de la familia RECA/RAD51 es esencial para la viabilidad de la
célula, pefo los mutantes muestran extrema sensibilidad a agentes que
Causan severos dafios al DNA, como la radiacién ionizante y ultravioleta vy el

metil metasulfonato (MMS).
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Tabla 1. Propiedades bioquimicas de las recombinasas RECA de E.coli y
RADS51 y DMC1 de humano.

RECA HsRADS51 HsDMC1
Peso Molecular 37 842 36 966 37 707
(Da)
Forma nativa Anillo hexameérico Anillo Anillo octamérico

Preferencia de

ssDNA >> dsDNA

ssDNA > dsDNA

ssDNA > dsDNA

union al DNA
Union a Filamento helicoidal Filamento helicoidal Anillos
ssDNAs
Unién a Filamento helicoidal Filamento helicoidal Filamento de
dsDNAs anillos apilados

Estequiometria | 1 mondmero: 3 nts 1 mondmero: 3 nts n.d.

ATPasa sobre 30 ATP min’! 0.16 ATP min™ 1.5 ATP min™
ssDNA

Transferencia | 2-10 pb seg™?, > 6 Kb baja, < 1.5Kb Escasa

de cadenas

Polaridad de la 53 3’5’ 3’5’

transferencia

Estimulada por SSB RPA, RADS52 n.d.?

9 n.d. no determinado
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Los mutantes de rad51 muestran bajos niveles de replicacién mitética y
meidtica, mientras los mutantes de dmcl muestran defectos en las
funciones exclusivamente de la divisién meidtica, por lo que acumulan DSBs
y reducen la formacion de los complejos sindpticos (Game, 1993).

La generacion de un transgen inducible de RADS1 en la linea celular DT40
de pollo (Sonoda vy cols., 1998) permitié realizar una importante
observacion: la eliminacion de RADS1 se acompafia de una acumulacién de
roturas cromosomales espontaneas. Entonces se hablé de un posible papel
de RADS51 en el mantenimiento y/o la reparacion de las horquillas de
replicacion. Interesantemente, los knockouts rad517/ homocigotos en raton
exhiben un fenotipo embrionario letal, indicando un papel esencial de
RADS51 en el desarrollo (Lim y Hasty, 1996); mientras que los mutantes
knockouts dmc1/~ son viables pero estériles, con érganos reproductores
mas pequefios que los normales (Pittman y cols., 1998b). En Arabidopsis, la
inactivacion de DMC1 también resulta en infertilidad (Yoshida y cols., 1998).
En mamiferos los genes rad51 y dmcl codifican proteinas de considerable
similitud estructural a las de S. cerevisiae (Shinohara y cols., 1993). Sin
embargo, los otros 5 integrantes de la familia RECA/RAD51 en humano
(XRCC2,  XRCC3, RAD51B, RAD51C y RAD51D) aumentan
considerablemente la diversidad de funciones en esta estirpe de proteinas
(Tambini y cols., 1997; Cartwright y cols., 1998).

Por lo demas, se ha reportado que existe una interaccion directa entre las
proteinas RAD51 y XRCC3 en humano (Liu y cols., 1998), probablemente

vinculada con la formacion de complejos reparadores nucleares.
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1.8. Organizacion molecular de la familia RECA/RAD51

Las proteinas de la familia RECA/RAD51 presentan una organizacion
molecular muy similar y altamente conservada a lo largo de la escala
evolutiva. Todas ellas poseen un dominio ATPasa muy conservado. Este
dominio ha sido encontrado en la F,F;-ATP sintasa (proteina que se encarga
de la sintesis de ATP) y en diversas helicasas, lo que sugiere que éstas
divergen de un antecesor comuin (Shin y cols., 2003). En el dominio
ATPasa, se ha identificado los motivos funcionales Walker A y Walker B, que
son sitios de union a ATP y a DNA, también los motivos de unién a DNA
denominados Loop 1 y Loop 2, siendo este Ultimo importante para la
formacion del nucleofilamento y la polimerizacién de la proteina (Figura 7).
En el extremo N-terminal las proteinas RADA de arqueabacterias y RADS1
de eucariontes poseen un dominio muy conservado que tiene la funcion de
unién al DNA. De manera interesante, en la proteina RECA de bacterias,
este dominio se localiza en el extremo C-terminal. Aunque no existe una
aparente homologia de secuencia entre el dominio N-terminal de RADA y
RADS1 y el dominio C-terminal de RECA, se ha reportado que contiene
regiones especificas para la unidén tanto a DNA de cadena sencilla como
doble (Yang y cols., 2001) (Fig. 7).

En eucariontes unicelulares el estudio de las proteinas homdlogas a RECA,
se ha enfocado principalmente a levaduras. Pero se han descrito homdlogos
de RAD51 en S. pombe, en Tripanosoma brucei, parasito africano causante
del mal del Suefio (Conway y cols., 2002) y en el protozoario ciliado

Tetrahymena thermophila (Campbell y Romero, 1998). En Entamoeba

25



./

INTRODUCCION
Lépez-Casamichana M.
Posgrado en Ciencias Gendmicas de la UACM

histolytica no se ha caracterizado ni se ha encontrado un homélogo de

RADS1 hasta el presente trabajo.
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Figura 7. Dominios funcionales de la familia RECA/RADS51.
Representacién esquematica de los dominios funcionales descritos para
algunas proteinas de la familia de proteinas RECA/RADS51.
® ND: dominio del extremo N-terminal,
AD: dominio de ATPasa,
@ CD dominio del C- terminal de ECRECA,
Motivo de Polimerizacion PM @
Walker @ Ay ®@ B
Loop 1 y Loop 2 @
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1.9. Interacciones y regulacion de RAD51

La importancia de las interacciones de RAD51 en mamiferos se ha
magnificado con los hallazgos de su colocalizacidon con la proteina supresora
de tumores p53 en humano, que juega un papel central en el control del
ciclo celular y la apoptosis. Esto sugiere que RADS51 podria estar
participando en el monitoreo del ciclo celular y la muerte celular
programada. En ratones se ha observado las drasticas consecuencias de la
mutacion de rad51; de manera relevante, estos efectos son suprimidos por
una mutacion en el gen p53 (Lim y Hasty, 1996). Mas recientemente, se ha
descrito que p53 controla la recombinacion tanto in vitro como in vivo, y
que su inactivacion resulta en el incremento de la recombinacién homadloga
ya sea espontanea o inducida por estrés genotdxico (Susse y cols., 2000).
Asimismo, este evento parece ser totalmente independiente de su actividad
como factor de transcripcién y su subsiguiente participacion en el punto de
control G1/S del ciclo celular. Estudios de mapeo in vitro indicaron que
RADS51 puede unirse a dos regiones de p53, una que comprende entre los
aminoacidos 94 y 160 y la segunda entre los aminodcidos 264 y 315
(Sengupta y cols., 2003). En este mismo contexto, p53 también interactla
fisicamente con la proteina RADS54 a través de su extremo C-terminal. Se ha
demostrado que p53 es capaz de controlar el proceso de recombinacion
homodloga via la interaccidon directa e inhibicion de la recombinasa central
RADS51.

Por otro lado, los productos génicos supresores de tumores BRCA1l y
BRCAZ2, relacionados con la susceptibilidad al cancer de mama, también se

asocian especificamente a RAD51 (Marmorstein y cols., 1998).

28



A/

INTRODUCCION
Lépez-Casamichana M.
Posgrado en Ciencias Genémicas de la UACM

Es bien conocido que, como consecuencia de la accibn de agentes que
causan dafio al DNA o inhibidores de la replicacién, la proteina RAD51 se
relocaliza en puntos focales dispersos dentro del nicleo, que se conocen
como foci nucleares, los cuales representan las regiones del DNA donde se
encuentra activa la maquinaria de reparacion por recombinacién homdloga
(Slupianek y cols., 2001). En ausencia de estrés, RAD51 se encuentra tanto
en el nucleo como en el citoplasma de la célula. Empero, estudios recientes
revelan que dicha recombinasa es mayoritariamente citopldasmica en células
deficientes en BRCA2, lo cual sugiere que RAD51 puede ser translocada al
nucleo por la proteina BRCA2, luego de dafio al DNA (Davies y cols., 2001).

Ademas, se ha visto que RAD51 interactia con BRCA1, probablemente via
la asociacion con BRCA2 (Scully y cols., 1997). En fibroblastos de raton,
BRCA1l es necesaria para la formacién de foci nucleares de reparacion
(Bhattacharyya y cols., 2000). Sin embargo, ésto no sucede en la linea
celular HCC1937 (Zhong y cols., 1999). Asimismo, se ha demostrado que la
inactivacion de los genes brcal y brca2 afecta directamente la
recombinacion homodloga dependiente de la formacién de DSBs; por lo
tanto, a diferencia de p53, las proteinas BRCA1 y BRCA2 tienen un efecto

pro-recombinogénico (Dabousi F y cols, 2002).
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Figura 8. Interacciones descritas de RAD51 humana con otras proteinas.
HsRADS1 interactla con las proteinas mutadas en cancer de mama BRCAL
y BRCAZ2, el supresor de tumores p53, la cinasa de tirosinas cABL y las
proteinas de reparacion por recombinacion homdloga RAD54, RAD52, RPA,
RAD51B, RAD51C, RAD51C, XRCC2 y XRCC3.
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El Sindrome de Bloom (BS) es un desorden autosémico recesivo raro
Caracterizado por retraso en el crecimiento, inmunodeficiencia, inestabilidad
genomica y desarrollo temprano de cancer de muchos tipos. BLM, la
proteina codificada por b/m, el gen mutado en BS, se localiza normalmente
en el ndcleo y estd ausente en las células con BS. La proteina RADS1
también ha sido relacionada con la helicasa BLM, de hecho ésta participa en
el mecanismo de recombinacién homdloga resolviendo las estructuras de
Holliday. Se conoce que BLM forma un complejo con la recombinasa RAD51
para actuar sobre los intermediarios de DNA que se forman durante la
recombinacion homdloga incluyendo las uniones Holliday (Neff y cols.,
1999). Posteriormente, Braybrooke y colaboradores reportaron que BLM, se
asocia, también, directamente con RADS51D (también conocida como
Rad51L3) y que esta interaccion se efectla a través del dominio N-terminal
de BLM (Braybrooke y cols., 2003).

En estudios realizados en humano, se le ha atribuido un nuevo papel a BCL-
2, el oncogen sobreexpresado en los linfomas de células B foliculares como
resultado de la translocacion (14:18) (Saintigny y cols., 2001). En células
CHO de hamster y en linfocitos de ratén, BCL2 inhibe especificamente la via
de recombinacién dependiente de RADS51 (Bakhshi y cols., 1985).
Interesantemente, la sobreexpresion de BLC2 no modifica ni la cantidad de
RADS1 intracelular ni su localizacion (Saintigny y cols., 2001) y pareciera
que lo que se afecta es el patron de cargas de las isoformas de RAD51 bajo
estas condiciones experimentales.

RAD51 es blanco de diferentes regulaciones a nivel postraduccional en
células eucarionticas. Usando el sistema de doble hibrido, se ha encontrado

que RADS51 interactia con UBC9/UBE2I, una proteina perteneciente a la
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familia de las enzimas conjugadoras de ubiquitina (Kovalenko y cols.,
1996). Por otra parte, RADS51 interactua con UBL1 (ubiquitin-like protein 1)
y con SUMO 1 (small ubiquitin-related modifier 1) (Shen y cols., 1996). Se
ha visto que la sobreexpresiédn de UBL1 regula negativamente el proceso de
reparacion de DSBs por recombinacion homdloga en células CHO y reduce
la resistencia a la radiacion ionizante en los cultivos celulares HT1080 (Li y
cols., 2000).

Particularmente, durante la apoptosis, RAD51 puede ser degradada por la
caspasa 3 siendo el producto de esta protedlisis incapaz de mostrar
actividad recombinasa (Huang y cols., 1997).

La fosforilacion es otra forma importante de regular a RAD51. La cinasa de
tirosinas cABL es activada por diferentes tratamientos genotdxicos,
incluyendo radiacion ionizante y luz UV. Estas condiciones inducen la
fosforilacion de RADS1 por la accion de cABL (Chen y cols., 1999). La
fosforilacion de tirosinas en RADS51 conduce a una aparente paradoja. Por
un lado, la fosforilacion in vitro del residuo tirosina 54 de HsRADS51 o
ScRADS51 inhibe su unidn a la cadena sencilla del DNA y también inhibe la
actividad de intercambio de cadenas de ScRADS51 (Yuan y cols., 1998).
Mientras, por el contrario, la fosforilacion dependiente de cABL de la tirosina
315 de RAD51 aumenta significativamente la interaccion de RADS51 vy
RADS52, lo cual facilita y potencia la recombinacién homologa (Chen y cols.,
1999). Ciertas hipdtesis tratan de conciliar estos aparentes resultados
contrastantes. Una de ellas plantea que, dependiendo del sitio de
fosforilacion de RADS1, la recombinacion homdloga puede ser estimulada o
inactivada. Otra hipdtesis es que la inhibicidn de la actividad de unién al

DNA podria ayudar al recambio de la proteina cuando el intercambio de
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cadenas ha sido completado (Kharbanda y cols., 1997; Shangary y cols.,
2000). Finalmente, estudios recientes realizados en lineas celulares que no
expresan la cinasa cABL, revelaron la presencia de altos niveles de RADS1
fosforilada. Interesantemente, las fosforilaciones no tenian lugar ni en la
tirosina 315 ni en la 54, lo cual sugiere que otras proteinas cinasas pueden

fosforilar en otros sitios a la RAD51 (Chen y cols., 1999).
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Figura 9. Modificaciones postraduccionales descritas para RAD51 humana.
RAD51 es blanco de fosforilaciones por cABL, ubiquitinaciéon via SUMO-1 vy
degradacion por la Caspasa 3.
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2. Estado del arte

2.1. Generalidades de la amibiasis humana y de Entamoeba
histolytica

Existen multiples especies de protozoarios pardsitos del género Entamoeba
que infectan a los humanos; sin embargo, E. histolytica es la Unica especie
conocida que causa enfermedad.

La amibiasis es considerada una enfermedad infecciosa que se manifiesta
clinicamente como disenteria intestinal y como amibiasis extraintestinal
(Marion y Guillen, 2006). El periodo de incubacidon de la amibiasis intestinal
puede variar desde pocos dias hasta meses o afios, siendo generalmente de
1 a 4 semanas. Cuando el parasito invade el epitelio intestinal causa una
serie de alteraciones anatémicas, correspondientes a cuadros clinicos bien
definidos que se conocen como colitis ulcerativa amibiana, ameboma o
granuloma amibiano y apendicitis amibiana (Tanyuksel y Petri, Jr., 2003).
Por otro lado, bajo ciertas condiciones, el parasito puede llegar a otros
organos, provocando la amibiasis extraintestinal. A su vez, la amibiasis
hepatica es la segunda manifestaciéon clinica mas importante y se
caracteriza por la presencia de abscesos en una o mas areas grandes de

necrosis.

2.2. Epidemiologia de la amibiasis

E. histolytica es el parasito protozoario entérico responsable de la amibiasis
humana. Esta presente en el tracto gastrointestinal del 10 al 20% de la

poblacion mundial y constituye la segunda causa de muerte por
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enfermedades parasitarias en el mundo, puesto que produce el deceso de
mas de 500 000 personas al afio. Segun las cifras actuales, reportadas por
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la incidencia de esta
enfermedad es superior en paises subdesarrollados y en aquellos en vias de
desarrollo (WHO, 1997). A nivel mundial, se ha identificado areas geograficas
endémicas de alta incidencia para esta enfermedad, entre las que se
encuentran el sur de Africa y Asia, el medio Oriente, el sur y centro de
América y México (Ravdin, 2000). Esto, basicamente, es debido a las
condiciones de insalubridad en que subsisten los sectores marginados de la
poblacién; como carencia de agua potable, condiciones sanitarias
inadecuadas, aunados a la falta de higiene y al manejo incorrecto de los
alimentos. En paises industrializados, como los Estados Unidos, se estima
que el 3% de la poblacion es portadora del parasito y principalmente se
manifiesta la enfermedad en los inmigrantes, las personas con
inmunodeficiencias, asi como en los viajeros que visitaron zonas endémicas
para la amibiasis (Tanyuksel y Petri, Jr., 2003).

En México, la amibiasis es considerada un severo problema de salud publica,
ya que se encuentra entre las diez primeras causas de mortalidad infantil por
problemas gastrointestinales. Un estudio realizado en mexicanos reveld que el
8.4% de la poblacién resulta ser seropositiva para antigenos de E. histolytica,
siendo estos indices mucho mas elevados en las zonas rurales donde no
existe drenaje ni agua potable (Conde-Bonfil y Mora-Zerpa, 1992; Caballero-
Salcedo y cols., 1994). Ademas, la prevalencia es muy alta en nifios en edad
escolar debido, probablemente, a la transmision del parasito en los centros
escolares por la falta de adecuados habitos de higiene (Cinfuentes y cols.,

1994).
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De acuerdo a los reportes del Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica
(SINAVE) la amibiasis es la quinta causa de morbilidad en México. Tan sélo en
el afno 2005, se registraron unos 762 937 casos en hombres y mujeres.
Cuando estas estadisticas se fraccionaron por grupos de edades se observo
que los nifios de 1 a 4 afios y los adultos de entre 25 y 44 afios de edad son
los mas afectados con 150 372 y 146 102 casos, respectivamente (Sistema
Nacional de Vigilancia Epidemioldgica, 2005). Asimismo, existe una proporcién
de un paciente con amibiasis invasiva por cada cuatro o cinco portadores
asintomaticos (Caballero-Salcedo y cols., 1994) y se estima que de la
poblaciéh mexicana total, el 20 % es portador, el 2% se encuentra enfermo y
entre el 0.1 a 0.2 % de los enfermos muere. Esto equivale a 16 millones de
portadores, 1.3 millones de enfermos y de 10 a 30 mil muertes (Conde-Bonfil
y Mora-Zerpa, 1992); de igual modo, estas cifras indican que, a pesar de los
esfuerzos gubernamentales para difundir una cultura de la salud, la amibiasis
sigue siendo un padecimiento con gran impacto en nuestro pais.

La Secretaria de Salud reveld6 en su Boletin epidemioldgico

(http//www.ssa.gob.mx) los casos acumulados de amibiasis intestinal y

abscesos hepaticos amibianos por entidad federativa hasta el afio 2005, los
cuales se muestran en la figura 1 A y B. En el Distrito Federal, las
poblaciones de zonas marginales son mas propensas a infecciones por
amibiasis debido a las precarias condiciones de salubridad. Los
asentamientos irregulares carentes de agua potable y servicios de drenaje
constituyen focos que conjuntamente con el expendio informal de alimentos

preparados contribuyen a la propagacion del parasito.
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A. Amibiasis intestinal

B. Absceso hepatico
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2.3. Clasificacidon taxondmica y evolutiva de E. histolytica

Los seres vivos han sido clasificados principalmente en seis grandes reinos:
Eubacteria, Archaebacteria, (procariontes) y Protista, Plantae, Fungi vy
Animalia, que constituyen los organismos eucariontes. Entamoeba
histolytica se ubica en el Reino Protista en el Subreino Protozooa, el cual
incluye cerca de 65 000 especies, de las cuales mas de la mitad son fdsiles
y aproximadamente 10 000 son parasitos (Levine y cols., 1980).

De este subreino se han definido siete phyla diferentes, los cuales incluyen:
sarcomastigophora, labyrinthomorpha, apicomplexa, microspora,
ascetospora, myxospora y ciliophora. En la clasificacion taxondmica de E.
histolytica, varios autores concuerdan en que pertenece al reino Protista,
subreino Protozooa, phyla Rhizopoda, pues presenta pseuddpodos por lo
menos en uno de los estadios de su ciclo de vida (Petri, Jr., 2000) vy al
geénero Entamoeba, cuyos miembros son todos pardsitos. La clasificacion
completa de este protozoario se muestra con detalle en la Tabla 2.

Algunos reportes sefalan que E. histolytica es una reliquia viviente de la
fase temprana de la evolucidon de los organismos eucariontes, la cual ocurrid
antes que la simbiosis de la promitocondria emergiera (Esteve y Gaju,
1999). No obstante, la existencia o ausencia de mitocondrias en este
parasito sigue siendo un tema de debate. Mediante analisis filogenético y
estructural, Clark y Rogers (Clark y Roger, 1995) sugieren que E. histolytica
carece de mitocondrias y que esta ausencia es reflejo de una pérdida
secundaria del organelo mas que a un estado primitivo del microorganismo.
Las caracteristicas estructurales tales como ausencia de mitocondrias,

peroxisomas y dictiosomas tipicos y de un aparato de Golgi son comunes en
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los eucariontes primitivos. No obstante, los avances mas recientes en la
secuenciacion del genoma de E. histolytica han permitido la identificacion de
genes que codifican proteinas putativas tipicas de la mitocondria y de
manera experimental la deteccion de proteinas y DNA en organelos
subcelulares diferentes del nicleo, indicando que este organismo puede
tener un compartimiento similar (Mufioz y cols., 1991; Mendoza y cols.,
2003).

Con base en el analisis de los datos que emergen de los diversos proyectos
de secuenciacion de genomas completos y apoyandose de manera conjunta
en las caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas y genéticas seria
conveniente reevaluar y establecer de manera mas precisa la posicion

taxondmica y filogenética de E. histolytica.
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REINO: | Protista
SUBREINO: Protozooa
PHYLUM: Rhizopoda
CLASE: Loposea
SUBCLASE: Gymnamoebida
ORDEN: Amoebida
SUBORDEN: Tubulina
FAMILIA: Entamoebidae
GENERO: Entamoeba
ESPECIE: histolytica

Tabla 2. Clasificacion taxondmica completa de E. histolytica
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2.4. Morfologia de E. histolytica

E. histolytica es un organismo eucarionte que puede llegar a contener varios
nucleos, también tiene un citoplasma con numerosas vacuolas (Ravdin,
2000) y posee un genoma complejo (Loftus y cols., 2005). La divisién
nuclear se da sin que desaparezca la membrana nuclear. Su interior
contiene al cariosoma o endosoma que es una masa esférica de
aproximadamente 0.5 pm de diametro, compuesta de material fibrogranular
y DNA condensado (Ravdin, 2000).

Durante su ciclo de vida, el parasito presenta dos estadios morfoldgicos
facilmente distinguibles: el quiste y el trofozoito. El quiste presenta una
forma ligeramente ovalada con un diametro de 8 a 20 ym, cuatro nucleos y
una pared celular de unos 125 a 150 nm aproximados de espesor. Gracias a
la proteccion conferida por sus paredes, los quistes pueden sobrevivir de
dias a semanas en el ambiente externo y son responsables de la
transmision de la enfermedad, por lo cual constituyen la fase infectiva del
parasito. El tofozoito constituye la fase activa del protozoario; tiene un
diametro que oscila entre los 20 y 40 pum; posee una intensa actividad
motora y un pleomorfismo caracteristico y se desplaza por medio de la
formacion de seuddpodos y fildpodos; ademads, presenta un uroide en la
parte posterior (Ravdin, 2000). El trofozoito carece de estructuras
intracelulares facilmente reconocibles en la mayoria de los eucariontes, por
esto se considera un organismo simple. Empero, contiene varias vacuolas
citoplasmicas y se le ha detectado estructuras subcelulares que podrian
corresponder al reticulo endopldasmico y al aparato de Golgi (Chavez-

Munguia y cols., 2000; Ghosh y cols., 1999).
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Figura 11. Morfologia de E. histolytica.
A Quiste
B Trofozoito
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2.5. Ciclo de vida de E. histolytica

El ciclo de vida de E. histolytica involucra las dos fases, la quistica y la de
trofozoito (Fig. 12). La ingestidon de quistes maduros, habitualmente a partir
de agua y alimentos o del consumo de los mismos con las manos
contaminadas por heces fecales, introduce al parasito al organismo. El
quiste ingerido viaja a través del estdmago y del intestino delgado,
tolerando tanto el pH acido del estdmago como el alcalino del duodeno. Los
trofozoitos motiles emergen entonces en el ileon terminal (Ravdin, 2000) y
se dividen por fision binaria actuando como comensales inofensivos de
bacterias o de detritus celulares en el intestino grueso (colon) del hombre,
Estos individuos se convierten en portadores asintomaticos que no sufren la
enfermedad y constituyen aproximadamente el 75% de los casos que
presentan el pardsito al examen coproldgico. En algin momento los
trofozoitos se diferencian en quistes, para lo cual se desprenden de la
mucosa y de la luz del intestino grueso iniciando el proceso de
enquistamiento (Espinosa-Cantellano y  Martinez-Palomo, 2000).
Primeramente, las células se deshidratan excretando parte de sus reservas
alimenticias de las vacuolas digestivas, tomando forma esférica y perdiendo
su movilidad, estadio conocido como prequiste. Posteriormente, producen
una pared de quitina y forman pilas de ribosomas que a su vez constituyen
los cuerpos cromidiales y se transforman en quistes uninucleados

inmaduros recubiertos.
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Figura 12. Ciclo de Vida de E. histolytica
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E. histolytica se adquiere por la ingestion de quistes maduros®.
Los trofozoitos moéviles3 se liberan a través de los quistes en el intestino
delgado?, donde permanecen confinados en el lumen intestinal como
comensales inofensivos de bacterias o de detritus celulares &l en la mayor
parte de los infectados. Los trofozoitos se pueden desprender de la mucosa
e iniciar el proceso de enquistamiento#. Los quistes son excretados con las
heces fecales, saliendo asi del huésped y cerrandose el ciclo de vida del
protozoario. Si los trofozoitos invaden la mucosa intestinal, pueden
ocasionar una colitis sintomatica (Bl: enfermedad intestinal), o viajar a
través del torrente sanguineo a sitios extraintestinales dando lugar a la
aparicion de abscesos en el higado, el cerebro y los pulmones (E:
enfermedad extraintestinal).
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Los quistes uninucleados sufren sucesivas divisiones nucleares dando lugar
a los quistes maduros tetranucleados que son excretados con las heces
fecales, saliendo asi del huésped y cerrando el ciclo de vida del protozoario.
En otros casos, los trofozoitos logran invadir la mucosa intestinal
produciendo Ulceras y colitis sintomatica, pudiendo afectar a otros drganos
como el higado, el pulmon o el cerebro a través del torrente sanguineo
(www.dpd.cdc.gov, 2006). Esta invasion tisular se facilita por enzimas
proteoliticas.

Se ha reportado que aproximadamente el 75% de las infecciones con E.
histolytica son asintomaticas y el 25% restante manifiesta un espectro de
sindromes clinicos que son mencionados a continuacion.

Cuando los trofozoitos penetran la pared intestinal se logra visualizar
microscopicamente una alteracion microscopica de la mucosa y submucosa.
Una vez que las amibas se han multiplicado suficientemente, se produce
entonces una lesion puntiforme que se observa como una pequefia
prominencia, en el centro de la cual hay una solucién de continuidad que es
el origen de la laceracion. Los trofozoitos se multiplican en la parte mas
profunda de la lesidon, con tendencia a destruir los tejidos de manera
horizontal, por debajo de la mucosa intestinal. Cuando esto ha sucedido, se
origina una lesidn caracteristica llamada “botén de camisa”, la cual consiste
en una papula con una pequefia laceracidon central, que se prolonga de
manera mas amplia en la base. Luego de dos a seis semanas después de la
ingestion de quistes infecciosos, se puede presentar una colitis amibiana
sintomatica. Gradualmente, aparece un malestar abdominal inferior y una
ligera diarrea, que van seguidos por molestia, pérdida de peso, asi como

dolor abdominal inferior y de espalda difusos. Cuando la multiplicacion de
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las amibas ha sido suficientemente grande para destruir una mayor
cantidad de mucosa intestinal, se producen ulceraciones con fondo rugoso y
abundante moco. Las ulceraciones confluyen, abarcan mayor extensidén y
dan origen a formas necréticas graves.

El estudio histolégico de las lesiones amibianas en el colon se caracteriza
inicialmente por el escaso infiltrado inflamatorio. Posteriormente, cuando
hay destruccion del tejido, se observa necrosis e invasiéon bacteriana
secundaria. En estas circunstancias es frecuente encontrar hemorragia,
trombosis y presencia de células inflamatorias. En el estudio microscopico
se observan abundantes trofozoitos de E. histolytica, lo que constituye la

comprobacion definitiva de la etiologia de esta forma de amebiasis.

2.6. Virulencia y patogenia de E. histolytica

La virulencia de E. histolytica se define como el grado en que se expresa la
patogenia de este parasito. La patogenia es, entonces, la capacidad del
pardsito para producir dafio al huésped, o sea, su capacidad invasiva. Los
términos “patogenia” y “virulencia”, frecuentemente son utilizados de forma
indistinta (Pérez-Tamayo, 1989).

La virulencia en E. histolytica es un evento multifactorial influenciado por
factores del huésped, factores intrinsecos del parasito y factores del
microambiente (Cook, 1990). Los pardametros usados rutinariamente para la
caracterizacion de la virulencia in vitro e in vivo de los trofozoitos en cultivo,
estan basados en las propiedades bioquimicas y biolégicas de los mismos.
Entre las propiedades bioquimicas estan:

o La movilidad electroforética de isoenzimas
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o La actividad de enzimas proteoliticas como la colagenasa y la gelatinasa

Entre las propiedades bioldgicas, se usan:

o La aglutinacion de los trofozoitos en presencia de concanavalina A

o El efecto citopatico sobre monocapas de células epiteliales en cultivo.

o La capacidad de adherir y fagocitar eritrocitos humanos

o La capacidad de producir lesiones en animales de laboratorio: por
inoculacion de trofozoitos en el higado de hamsteres o en el ciego de
ratas albinas

El hecho que algunas cepas amibianas sean capaces de invadir los tejidos

del huésped, mientras otras se mantienen a la luz del intestino sin producir

dano aparente, podria ser explicado por la existencia de dos especies

distintas de amibas: E. histolytica (invasora o patdgena) y E. dispar (no

invasora o no patégena). Ademas, tales variaciones no dependen

exclusivamente del parasito, pues una misma cepa invasora puede producir

diferentes grados de dafo en huéspedes distintos tanto in vitro como in vivo

(Pérez-Tamayo, 1989).

Experimentos poco éticos e inescrupulosos realizados en 1913, durante los

cuales se indujo la ingestién de quistes en veinte individuos presidiarios

filipinos, mostraron que dieciocho de ellos se infectaron y eliminaron quistes

en las heces fecales; mientras cuatro de ellos (22%) presentaron un cuadro

clinico de disenteria de 20 a 95 dias después (Mirelman D, 1981).

Estas variaciones no dependen solo del huésped, pues en las diferentes

cepas existentes de E. histolytica, se ha observado diversos grados de

virulencia tanto en las pruebas in vitro como en las inoculaciones

experimentales (Diamond y cols., 1978).
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Los factores del hospedero que se han visto involucrados en la patogenia de
la E. histolytica pueden ser principalmente fisioldgicos, dietéticos e
inmunoldgicos.

Es importante sefalar que la virulencia de los trofozoitos en cultivo
disminuye después del mantenimiento prolongado en medio axénico. Pero
puede ser aumentada después de varios pases sucesivos por el higado de
hamster (Bracha R, 1984), o a través de la asociacidon de éstos con
determinadas especies de bacterias. Por otro lado, se conoce que, durante
el ciclo de vida de E. histolytica, los trofozoitos pueden duplicar su genoma
varias veces, incluso antes que la citocinesis ocurra, generando de esta
manera poblaciones de trofozoitos multiploides. Esto propicia que los
cultivos de E. histolytica, obtenidos a partir de quistes o trofozoitos de las
heces, sean generalmente heterogéneos vy estén constituidos por
subpoblaciones de trofozoitos que pueden ser genéticamente diferentes,
pudiendo presentar un comportamiento variable con relacién a la virulencia
(Orozco vy cols., 1985a). Este mismo hecho explica también las diferencias
en el contenido de DNA observadas previamente en algunas cepas de E.
histolytica (Lopez-Revilla y Baez-Camargo, 1992).

Aln en poblaciones clonadas derivadas de una misma cepa, ha sido
reportado un notable polimorfismo genético y una diferencia en los patrones
de virulencia de estas poblaciones “hermanas”, lo que demuestra una alta
variabilidad en las caracteristicas fenotipicas y genotipicas expresadas por

los trofozoitos en cultivo (Orozco y cols., 1985b).
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2.7. El genoma de E. histolytica

Uno de los primeros genomas de protistas en ser secuenciado fue el de E.
histolytica. El proyecto inicid en el afio 2000 y culmind en el 2005 cuando
se publico el primer borrador del genoma completo de este protozoario
(Loftus y cols, 2005). La secuenciacién se realizd a partir de la cepa HM-
1:IMSS usando el método Shotgun. El cultivo de la cepa HM-1:IMSS se
establecid en el afio 1967 a partir de tejido proveniente de la biopsia rectal
de un paciente mexicano con disenteria humana y desde entonces, ha sido
ampliamente empleada para estudios de virulencia, inmunologia, biologia
celular y molecular, y genética. Hasta la fecha, coexisten dos bancos de
datos del genoma de E. histoytica: TIGR y Pathema, siendo esta ultima la
base mas actualizada y novedosa.

Los cultivos de E. histolytica presentan alta heterogeneidad gendmica por
lo que su genoma resulta bastante complejo. A diferencia de otros
eucariontes, las trofozoitos de E. histolytica pueden duplicar su genoma
varias veces antes que la division celular ocurra. Como consecuencia,
aproximadamente entre el 5 y el 20% de las células crecidas en cultivos
axénicos son multinucleadas. Por otro lado, también puede presentarse
duplicacion del genoma en ausencia de divisidn nuclear, lo que ocasiona
que un Unico nucleo pueda poseer hasta 6 veces el contenido de DNA.

E. histolytica posee 14 cromosomas lineales de tamafo variable que oscila
entre los 0.3 y los 2.2 millones de pares de bases. Ademads, este
protozoario patdgeno contiene moléculas de DNA circular tipo plasmido
conocidas como episomas (Bhattacharya y cols, 2000). Se estima que el

genoma completo estd constituido aproximadamente por unos 23.7
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millones de pares de bases con una ploidia de 4, Yy que presenta un bajo
contenido de GC (24.1%).

La anotacion de las regiones codificantes para proteinas fue inferida
mediante las aproximaciones de GlimmerHMM y Pat y se estimd que
existen alrededor de 9 938 genes, lo que implica que el 49.2% del DNA es
codificante. Esto representa dos veces mas la relacion reportada para
P.falciparum y S. cerevisae, y a su vez, resulta equivalente a la observada
en el protista de vida libre Dictiostelium discoideum. Las funciones de los
genes se generaron automaticamente por blusqueda de homologia entre
secuencias. A pesar de que el niumero de genes de E. histolytica es
relativamente alto respecto a otros parasitos, se ha demostrado que existe
un patrén de pérdida de genes, principalmente de rutas metabdlicas, lo
cual deriva en la pérdida de la capacidad sintética de este microorganismo
como consecuencia de su vida parasitaria en un ambiente rico en
nutrimentos (C.G. Clark y cols, 2007).

Otra caracteristica distintiva radica en que sdlo el 25.2% de los genes
presenta intrones, es decir, la gran mayoria estad constituida por un exon.
Ademas, la longitud promedio de los genes resulta considerablemente
pequefia (~1167 pb), cuando se compara con los promedios reportados
para las proteinas de D. discoideumn y P.falciparum.

Por otro lado, los proyectos de secuenciacion de los genomas de otras
especies de Entamoeba como E. dispar y E. invadens se hayan en proceso.
Debido a que E. dispar es una especie muy relacionada a E. histolytica,
capaz de infectar al ser humano sin causar enfermedad, la informacidn que
emane de la lectura de su genoma resultard de gran utilidad en la

identificacion de factores asociados a los fendmenos de virulencia y
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patogenicidad, facilitando la comprension de los procesos relacionados con

la infeccidn y persistencia de este patdgeno en el huésped.
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3. Antecedentes particulares del proyecto

3.1. Eventos de recombinacion genética en pardsitos protozoarios

El mantenimiento de la estabilidad del genoma es de crucial importancia
para todos los organismos vivientes. La importancia de los eventos de
reparacion de los dafios en el DNA por recombinacién homdloga se hace
evidente, pues los defectos en algunos de los componentes involucrados en
este mecanismo conducen a anormalidades en el desarrollo, degeneracion,
e incluso, a la no viabilidad de las células u organismos que los portan.

La lesion mas grave del DNA es la ruptura de la doble cadena (DBS), la
cual, como mencionamos anteriormente, puede generarse por la accién de
diversos agentes genotdxicos ademas de aparecer normalmente durante los
procesos habituales de division celular. Las DBSs son particularmente
toxicas porque, aparte de de potenciar la generacién de posibles mutaciones
en el sitio de ruptura, la reparacion incorrecta puede conducir a
translocaciones cromosdomicas.

Los parasitos requieren cierto grado de flexibilidad genética para adaptarse
a los cambios y agresiones de su medio ambiente (falta de nutrientes,
patdgenos, presion selectiva por fArmacos o las defensas del huésped). La
adaptacion requiere la activacion de rutas moleculares especificas asi como
de cambios en su material genético (variabilidad genética). La variabilidad
genética puede llevarse a cabo mediante recombinacion o por transferencia
horizontal de genes. En P. falciparum, se ha reportado eventos de
recombinacion homodloga entre secuencias repetitivas que flanquean los

genes de multiresistencia a drogas (MDR), los cuales generan los
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amplicones que dan como resultado el fenotipo de resistencia a multiples
farmacos en este pardsito (Triglia y cols., 1991). Por otro lado, en el
Tripanosoma africano, la evasion de la respuesta inmune al huésped ha sido
asociada a la expresion diferencial y periddica de genes que codifican para
glicoproteinas de la superficie del parasito VSG (variant surface
glycoproteins), en el proceso conocido como variacion antigénica (McCulloch
y Barry, 1999). También, se ha demostrado que mutantes para rad51 en
este  protozoario presentan frecuencias de cambio de VSGs
considerablemente disminuidas con relacion a la cepa silvestre, por lo que la
via de reparacion dependiente de RADS51 cataliza o regula de manera
directa la evasion de la respuesta inmune via variacion antigénica (Fig. 13)
(Conway y cols., 2002).

Eventos de naturaleza similar han sido estudiados también en Babesia
bovis, el agente causante de la babesiosis severa en el ganado vacuno. En
este parasito la variacion antigénica se lleva a cabo a través de
modificaciones en su antigeno de superficie primario, la proteina llamada
VESA1l. Los reportes al respecto muestran evidencias de conversion génica
progresiva para la generacion de las diversas variantes de esta proteina de

superficie (Dzikowski y Deitsch, 2006).
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Table 2. Effect of RADS| mutation on the frequency of VSG
switching in the 3174 trypanosome strain

Estimated VSG

No. of No. of switching
mijected wells frequency
Strain tryps growing® (x107F
RADSI 5% 107 75/96 0.95
wild type Sx 107 56/96 0.70
4.5% 107 76.5/96 L1
4.5% 107 72/96 1.0
5107 67/96 0.83
RADSI*- 1.1 5x 107 76/96 0.95
5x 107 53.5/96 0.66
RADSI-- 1.1 5x 107 1.5/96 0.02
5% 107 1.5/96 0.02
1.6 x 10° 41/96 0.18
RADSI-/-2.1 5x 107 0.5/96 0.007
5x 107 6.5/96 0.09
I x10® 2/96 0.01
I x 108 19/96 0.13
RAD51-/-3.1 7.5 % 107 8.5/96 0.08
7.5x 107 43.5/96 0.41
RADS17- 2.1 5x 107 88/96 1.1
tub:RADA1-BSR 5x 107 82/96 1.0
5x 107 24/96 0.3
5x 107 25/96 0.31

*Counted 7 days after cloning for wild-type and +/~ cells, and up
to 10 days after cloning for -/~ cells.
PEvents/cell/generation: determined as described in McCulloch
et al. (1997), and as discussed in Materials and Methods.

Figura 13. Tabla 2 tomada del articulo de Conway y cols., 2002.

Se representa el efecto de la mutacion del gen rad51 en la cepa 3174 de T.
brucei sobre la frecuencia de intercambio del antigeno VSG.
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3.2. Importancia del estudio de la recombinacion homdloga en E.
histolytica.

Los trofozoitos de E. histolytica presentan una gran variabilidad fenotipica
con diversos grados de virulencia, probablemente debido a la existencia de
mecanismos de recombinacion y amplificacion génica muy activos (Baez-
Camargo y cols., 1996). La virulencia puede ser modulada por diversos
factores, entre ellos las proteinas que actian en los procesos de
recombinacion genética. Asimismo, este pardsito presenta amplificacion de
DNA no programada y poliploidia heterogénea (Orozco y cols., 1985b). Es
probable que estos eventos se deban a diferencias en los mecanismos de
control de la sintesis y recombinacién del DNA asi como del ciclo celular.
Sin embargo, nada se sabe sobre los mecanismos involucrados en la
regulacion de la estabilidad gendmica y recombinacion en este parasito. Es
por ello que el estudio de los elementos que participan en los procesos de
recombinacién permitirda entender los mecanismos que generan la
diversidad genética y los cambios genotipicos-fenotipicos en este parasito.

En E. histolytica se ha identificado el producto del gen p53 y se hé
encontrado que los niveles de la proteina Ehp53 aumentan en trofozoitos
irradiados con luz ultravioleta (Mendoza y cols., 2003). El estudio de los
factores que participan en la recombinacion en este organismo, asi como la
caracterizacion molecular de la proteina EhRAD51 constituyen el primer
paso para lograr entender los mecanismos que mantienen la integridad
gendmica y la supervivencia en E. histolytica. Esto tal vez nos ayude a
responder interrogantes claves como, si este parasito es capaz de
recombinar su material genético para que una cepa no dafina modifique su

grado de virulencia y llegue a ser patdgena al hombre, o para expresar
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diferencialmente moléculas de superficie que le permitan burlar al sistema

inmune del huésped o para evadir la accién de farmacos y drogas

especificos.
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A/

II. OBJETIVOS

1. Objetivo general:
Identificar los factores de la maquinaria de reparacion por recombinacion

homdloga en Entamoeba histolytica y clonar, expresar, asi como

caracterizar funcionalmente a la recombinasa EhRADS1.
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2. Objetivos particulares:

1. Establecer un modelo de dafio al DNA en E. histolytica.

2. Busqueda de los genes que codifican para las proteinas ortdlogas que
participan en la reparacién del DNA por recombinacién homdloga.

3. Analisis de los niveles de expresion del mMRNA de los genes identificados
que participan en la reparacién del DNA por recombinacién homdloga.

4. Clonacion del gen Ehrad51 en el vector pRSETA.

5. Analisis in silico de la secuencia de la proteina EhRADS1.

6. Analisis de los niveles de expresién del mRNA de Ehrad51 en trofozoitos
sincronizados en el ciclo celular.

7. Analisis de la expresién de la proteina EhRADS1.

7.1. Expresion y purificacion de la proteina EhRAD51 recombinante.

7.2. Obtencién de anticuerpos policlonales anti-EhRAD51 recombinante

7.3. Inmunodeteccion e inmunolocalizacion de la proteina EhRADS51 en
E.histolytica.

8. Ensayos funcionales in vitro para la proteina EhRRAD51 recombinante.

8.1 Evaluar la capacidad de unién al DNA de cadena sencilla.

8.2. Evaluar la capacidad de unién al DNA de doble cadena.

8.3. Evaluar la capacidad para promover el apareamiento entre cadenas de

DNA homologas.
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III. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
1. Analisis in silico
La identificaciéon de la maquinaria de reparacion de las rupturas de la doble
cadena del DNA por recombinacion homdloga se realizd mediante una
busqueda en el banco de datos del Proyecto de Secuenciacién del Genoma

de E. histolytica Pathema (http://pathema.tigr.org/tigr-scripts/Entamoeba/

Pathema HomePage.cqgi), usando como sonda las secuencias de las

proteinas del grupo de epistasis RAD52 reportadas en S. cerevisae y H.
sapiens. De igual manera se realiz6 la identificacion in silico de genes
codificantes para las histonas H2AX en E. histolytica. Las proteinas
ortélogas putativas en este protozoario fueron seleccionadas usando el
analisis BLAST de acuerdo a los siguientes criterios:

(i) al menos el 20% de identidad y el 35% de homologia con la

secuencia sonda;

(i) un valor de e menor a 0.002; y

(iii) ausencia de codones de paro en la secuencia codificante.
Las secuencias aminoacidicas predichas fueron alineadas en el programa

ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/) y sus dominios funcionales

predichos con el programa Prosite (http://www.expasy.org/tools
/scanprosite/). La relacion filogenética de las proteinas de la familia
RECA/RADS51 se realizé mediante el método Neighbor-joining (Saitou y Nei,
1987) usando el programa Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA

version 3.1) (http://www.megasoftware.net). La confiabilidad del arbol

obtenido estd basada en la prueba bootstrapping, la cual fue realizada con

500 réplicas.
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Las estructuras secundaria y terciaria de la proteiha EhRADS1 fueron
predichas por modelaje de homologia usando el programa Swiss Model

(http://www.expasy.org/swissmod/SWISS-MODEL.html) y usando la

estructura cristalizada reportada para la proteina ScCRAD51 como templado
(PDB 1szp). Los modelos fueron desarrollados en el visor y editor de

archivos PDB Pymol PBD viewer (http://pymol. source forge.net/).

2. Cultivo de trofozoitos de E. histolytica

Los trofozoitos de las clonas A (cepa HM1:IMSS) y L6 (Orozco E, 1981) se
cultivaron axénicamente a 37°C en tubos de 16 x 25 mm en medio TYI-S-
33 (Diamond y cols., 1978) suplementado con suero bovino 16.6%
(Biofluids, EUA), previamente inactivado por calor a 56°C durante 30 min,
mezcla de vitaminas de Diamond 3% (Special Diamond Vitamin Mixture,
NorthAmerican Biologicals), penicilina 0.25 ul/ml (Lakeside, México) vy
estreptomicina 35 pg/ml (Lakeside, México). Para realizar los experimentos,
los trofozoitos, en fase logaritmica de crecimiento, fueron incubados en un
bafio de agua-hielo durante 10-15 min y se agitaron suavemente hasta ser
despegados de las paredes del recipiente. Las células se cosecharon por

centrifugacion a 500 x g durante 5 min a 4°C.

3. Irradiacion de los trofozoitos con luz ultravioleta (UV-C)

Los trofozoitos de la clona A fueron incubados durante 15 min en cajas petri
de vidrio, posterior a lo cual se les retird el medio. Las células pegadas al
fondo de las cajas fueron sometidas a irradiacién con una dosis de 150 J/m?
de luz de UV-C, durante 8 seg en un equipo Stratalinker 1800 (Stratagene).

Posteriormente, se les afiadi® medio completo previamente calentado a
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37°C y se dejaron a esa misma temperatura durante 10 min, 30 min, 3, 6y

12 h, tiempos a los cuales se llevaron a cabo los diversos protocolos.

4. Ensayo de TUNEL por citometria de Flujo (FACS)

Los trofozoitos de la clona A (2 x 10°) fueron cosechados a diferentes
tiempos antes y después de ser sometidos a irradiacion con luz UV-C.
Posteriormente, fueron lavados con solucion PBS 1X vy fijados con
paraformaldehido (PFA) al 1%. Luego de permeabilizar las células con
etanol al 70%, el dafio al DNA fue cuantificado usando el kit APO-BrdUTP
TUNEL de Molecular Probes, que permite la deteccion de extremos hidroxilo
3' liberados luego que ocurrieron rupturas en el DNA. Posteriormente, los
trofozoitos fueron incubados a 37°C durante 1 h en la solucién de marcaje
de DNA, que contiene la enzima deoxonucleotil terminal transferasa (TdT) y
deoxitimidina 5 bromo 2 deoxiuridina 5 trifosfato (BrdUTP). Luego las
células fueron lavadas dos veces y resuspendidas en la solucién de tincidn,
que contiene el anticuerpo anti BrdU acoplado a la sonda fluorescente Alexa
Fluor 488, a temperatura ambiente (T/A) durante 1 h. Finalmente, las
células fueron incubadas en solucidn de ioduro de propidio a T/A durante 30
min y fueron analizadas por citometria de flujo en un sistema BD FACS
Calibur. Los datos de fluorescencia obtenidos fueron graficados usando el

programa FloJo.

5. Ensayo Cometa
El ensayo cometa (electroforesis en una Unica célula) es una técnica sencilla
y util para estudiar el dafio al DNA vy los procesos de reparacion

relacionados. Para ésto, los trofozoitos (5 x 10*) cosechados a diferentes
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tiempos luego de irradiacion con luz UV-C fueron resuspendidos en agarosa
de bajo punto de fusién que se dejo solidificar a 4°C sobre portaobjetos
previamente cubiertos con una delgada capa de agarosa de punto de fusidn
normal. Posteriormente, los portaobjetos fueron sumergidos en solucién de
lisis fresca fria (2.5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM Tris, pH 7) durante toda
la noche (O/N) a 4°C. Al siguiente dia, los portaobjetos se incubaron
durante 20 min en solucién de corrida fria (300 mM NaOH y 1mM EDTA, pH
7), se corrid una electroforesis a 25 V y se ajustd la corriente a 300 mA
(aproximadamente 1.5 V/cm) durante 20 min a 4°C y en la oscuridad. Por
ultimo, los portaobjetos fueron extraidos cuidadosamente de la camara de
electroforesis, enjuagados con agua destilada y secados completamente.
Para visualizar el DNA, se afiadié 30 ul de solucidn de bromuro de etidio 2
ug/ml, a cada laminilla o portaobjetos se le colocd un cubreobjetos que fue
posteriormente sellado. La sefial del bromuro de etidio se observd
inmediatamente después de este procedimiento en el microscopio confocal,
haciendo amplificaciones de hasta 400X.

Un esquema abreviado de esta metodologia se muestra en la figura 14
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Figura 14. Representacion esquematica de los pasos mas importantes en el
protocolo para el ensayo Cometa o electroforesis en una Unica célula.

Los trofozoitos cosechados fueron resuspendidos en agarosa de bajo punto
de fusién sobre portaobjetos previamente cubiertos con una delgada capa
de agarosa de punto de fusion normal, luego, fueron sumergidos en
solucion de lisis fresca fria y al siguiente dia, los portaobjetos fueron
sometidos a la electroforesis. Posteriormente, se dejaron secar y se
visualizd el DNA en el microscopio confocal, previa incubacién con bromuro
de etidio.
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6. Preparacion de extractos proteicos citopldsmicos y nucleares

Para obtener las proteinas citoplasmicas y nucleares de E. histolytica, los
trofozoitos (1x10°) en fase de crecimiento logaritmica sometidos o no a
irradiacién con luz UV-C, fueron incubados en un bafio de agua-hielo
durante 10-15 min, agitdndose suavemente hasta ser despegados de las
paredes de la caja de cultivo. Luego, fueron cosechados por centrifugacion a
2000 rpm durante 5 min a 4° C. La pastilla fue resuspendida en 1 ml de
PBS 1X (pH 6.8) y se hicieron alicuotas a tubos eppendorf de 1.5 ml.
Posteriormente, los tubos fueron centrifugados a 14 000 rpm durante 15
seg, se decanto el PBS y las pastillas se resuspendieron en 400 pl de buffer
A frio, pipeteando suavemente. Luego de 5 a 10 min, cuando las células se
hincharon, se afadieron 25 pl de Nonidet N P-40 al 10 % y 2 ul de cocktail
inhibidor de proteasas a cada tubo. Estos fueron agitados vigorosamente en
el vortex y fueron centrifugados a 14 000 rpm durante 30 seg. El
sobrenadante, conteniendo el RNA y las proteinas citopldsmicas se transfirid
a tubos nuevos, mientras que la pastilla nuclear se resuspendié en 50 pl de
buffer C frio agregando ademas 1 ul de cocktail de inhibidores de proteasas.
Para romper los nlcleos, los tubos fueron agitados enérgicamente en el
vortex a 4°C durante 15 min. Finalmente, fueron centrifugados durante 5
min a 4°C y los sobrenadantes, conteniendo las proteinas nucleares, fueron
alicuotados en tubos eppendorf, congelados en nitrdgeno liquido y
almacenados a -70°C junto con los extractos citopldsmicos previamente

obtenidos.
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7. Determinacion de la concentracién de proteinas.

La concentracion de proteinas se determind por el método de Bradford
(Bradford, 1976). Para elaborar una curva patrén se utilizé una solucién
estandar de albimina sérica bovina (BSA, Sigma) a una concentracion de 1
mg/ml. Las muestras se leyeron en un espectrofotémetro (Beckman DU 650
UV) a una longitud de onda de 595 nm. Brevemente, se realizé una curva
patron con 0, 2.5, 5, 7.5 y 10 ug de BSA y a cada muestra se le agregd
NaCl 150 mM de tal forma que diera un volumen final de 100 pl. Se agregd
1 ml de reactivo de Bradford (100 mg de azul Coomassie, 50 ml| de etanol al
95% y 100 ml de acido fosférico al 85%), se agitd vigorosamente y se
incubd durante 2 min a T/A. Se determind la absorbancia de las muestras y
los datos obtenidos fueron graficados, realizando una regresion lineal. Para
la concentracion de proteina de las muestras de interés se tomaron
alicuotas de 3 ul de cada muestra y se siguié la misma técnica. Los datos
obtenidos se interpolaron empleando los valores de la pendiente e
intercepto al eje y de la ecuacidon de la regresion lineal y se obtuvo la

concentracion de proteina de cada muestra.

8. Electroforesis de proteinas en condiciones desnaturalizantes

La separacion de proteinas por electroforesis en geles de poliacrilamida con
SDS (SDS-PAGE) se realizd de la siguiente manera: el gel separador se
prepard con acrilamida al 10 %, Bis-acrilamida 0.9%, Tris-HCI 0.375 M (pH
8.8) y SDS al 0.1%. El gel se polimeriz6 agregando 0.05% de persulfato de
amonio (PSA) y 0.003% de TEMED. El gel concentrador se preparé con
acrilamida al 5%, Bis-acrilamida 0.36%, Tris-HCI| 0.125 M (pH 6.8), SDS al

0.1%, PSA 0.05% y TEMED 0.005%. Para correr el gel, se utilizd una
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solucion amortiguadora de Tris 0.25 M, glicina 1.92 M, 0.1 % de SDS (pH
8.3) y se llevé a cabo manteniendo un voltaje constante de 100 V durante
1.5h.

9. Transferencia de proteinas a membranas de nitrocelulosa

Las proteinas separadas por SDS-PAGE se transfirieron a membranas de
nitrocelulosa (Supported nitrocelulose-1, Gibco, BRL). Para esto, los geles,
las membranas de nitrocelulosa y los papeles Whatman fueron incubados
por 5 min en solucién de transferencia de proteinas (20% metanol, 10%
Tris-Glicina). Posteriormente, se armo y conectd la cdmara de transferencia
para permitir a las protel'nés migrar del polo negativo al positivo, de esta
manera pasan del gel de poliacrilamida a la membrana de nitrocelulosa.
Primero se coloco una fibra, papel Whatman y la matriz de poliacrilamida, a
continuaciéon la membrana de nitrocelulosa, otro papel Whatman y por
Gltimo otra fibra. Una vez armado el dispositivo se sumergioé en solucion de
transferencia de proteinas y se corrié entre 300 y 400 mA a 4°C por 1.5 h.
Por ultimo, la presencia de las proteinas en la membrana se confirmd por
tincién con rojo Ponceau 100 mg rojo (Ponceau Sigma-Aldrich) por 3 min.
Después las membranas fueron lavadas con agua bidestilada para retirar el
colorante y realizar los ensayos de inmunodeteccion de proteinas por

Western blot.

10. Ensayos de Western blot

Una vez transferidas las proteinas a las membranas, éstas fueron incubados
O/N en una solucion bloqueadora, que contiene 5% de leche descremada en
PBS 1X. Posteriormente, se agregd el anticuerpo primario diluido en una

solucion que contiene 2.5% de leche descremada en PBS 1X por2 ha T/Ao
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O/N a 4°C, en agitacién constante. Después las membranas fueron lavadas
tres veces con PBS-Tween 20 al 0.05% y se les adiciond el anticuerpo
secundario acoplado a peroxidasa (anti-IgG de conejo o ratén, segln sea el
caso) diluido en solucidn PBS 1X y leche descremada al 2.5 % por 1 h a T/A
0 O/N a 4°C, en agitacion. Por U(ltimo, las membranas fueron lavadas tres
veces con PBS-Tween 20 al 0.05% y fueron reveladas por
quimioluminiscencia con el reactivo ECL plus (Amersham Pharmacia
Biotech, USA), incubando la membrana 5 min. Para detectar la proteina, las
membranas fueron expuestas a placas de autoradiografia y la sefial se hizo
evidente luego de sumergir las radiografias en solucion reveladora.

En este trabajo, fueron realizados ensayos de Western Blot usando como
anticuerpo primario un anti-yH2AX policlonal comercial, dirigido contra el
extremo C- terminal de la forma fosforilada de la histona H2AX de humano -
(phospho Ser 140, Sigma Laboratories) producido en conejo. En este
ensayo, la dilucién usada fue 1:7000. De igual manera, fueron ejecutados
experimentos utilizando el anticuerpo monoclonal comercial dirigido contra
la etiqueta de histidinas fusionada a la proteina recombinante (anti-6xHis)
en una dilucion 1:5000 y los anticuerpos policlonales anti-ERRAD51
producidos en conejo (como parte de esta tesis experimental), en una

dilucién 1:1000.

11. Extraccion de RNA total

El RNA total amibiano se extrajo con una mezcla de fenol -isotiocianato de
guanidina, utilizando el reactivo TRIzol (Gibco BRL), conforme al protocolo
sugerido por el proveedor. Brevemente, la pastilla celular de 1x107

trofozoitos se lisé con 1 ml de TRIzol, se incub a T/A durante 5 min y se le
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agregé 2 ml de cloroformo. Después de mezclar vigorosamente para
homogenizar, los tubos fueron incubados durante 3 min a T/A vy
centrifugados a 12,000 xg durante 15 min para obtener la fase acuosa que
contiene el RNA. Luego, éste fue precipitado con 5 ml de isopropanol e
incubado 10 min a T/A. Se centrifugd a 12,000 xg durante 10 min para
eliminar el sobrenadante y la pastilla de RNA se lavd con etanol al 75%,
nuevamente se centrifugd y se elimind el sobrenadante. Finalmente, la
pastilla de RNA se secd durante 5 a 10 min a T/A y se resuspendié en agua
libre de ribonucleasas (tratada con DEPC al 0.1%). El RNA se disolvio
durante 10 min a 60 °C, se cuantificd en un espectrofotémetro (Beckman
DU 650 UV) y se visualizd en un gel desnaturalizante de agarosa-
formaldehido al 1%. El RNA en forma pura exhibe una relacion lineal entre
la concentracién y la absorbancia a 260 nm. Dado que una unidad de
absorbancia a 260 nm corresponde a 44 ug/ml de RNA de cadena sencilla,
la concentracién de RNA pudo estimarse de acuerdo a la siguiente ecuacion:
[RNA pg/mll= Azeo nm X 44.19 X factor de dilucion

El agua utilizada para manipular el RNA se traté con DEPC al 0.1%. La
solucion se prepard en agitacion constante O/N a T/A, en un matraz

cubierto con aluminio y al dia siguiente se esterilizd por autoclave.

12. Electroforesis en geles desnaturalizantes de agarosa para RNA

Una muestra de RNA total se desnaturalizd a 60 °C durante 10 min en
presencia de formamida desionizada al 64% y formaldehido 2.78 M. La
muestra se dejé enfriar durante 5 min en hielo y se mezcld con 0.1
volimenes de buffer de carga para RNA (glicerol al 50%, EDTA-DEPC 1 mM

(pH 8.0), azul de bromofenol al 0.25 % vy cianol xileno al 0.25%) y 0.5 ug
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de bromuro de etidio por muestra. El RNA se corrié en un gel de agarosa al
1% con formaldehido 2.2 M en buffer MOPS pH 7.0 (MOPS 40 mM pH 7.0,

NaOAc 10 mM, EDTA-DEPC 1 mM pH 8.0) y se visualizé con luz U.V.

13. Obtencion del cDNA

Para sintetizar el cDNA total de los trofozoitos, se incubd 2 ug de RNA total
con 10 unidades de DNasa libre de RNasas (Roche), durante 15 min a 37°C.
Posteriormente, se agregd 1 ul de EDTA-DEPC 25 uM y se incubé durante 10
min a 65 °C para desnaturalizar el RNA. A continuacion, se le afadié 2 ul de
mezcla de dNTPs 2 mM (c/u), 2 ul de oligonucledtido dT;s 100 ng
(previamente desnaturalizado a 65 °C durante 10 min), 4 ul de buffer de la
enzima (Tris-HCI 50 mM pH 8.3, KCI 75 mM, MgCl, 3 mM),2 ul de DTT 100
mM y 40 unidades del inhibidor de RNAsas SUPERase-in (Ambion) y se
incub6 secuencialmente a 37 °C durante 15 min y a 42 °C por 2 min.
Finalmente, fueron afadidas 200 unidades de la enzima Transcriptasa
Reversa Superscript II (Invitrogen) y la mezcla se incubd durante 1 h a 42
°C. Los cDNAs obtenidos se almacenaron a -20 °C hasta su uso. El control
negativo consisti6 en una mezcla de reaccidon carente de la enzima

Superscript II.

14. Ensayos de RT-PCR

Para las reacciones en cadena de la polimerasa o PCR, se tomé 1/6 del
volumen de la reaccion anterior (que contiene el cDNA) y se afadieron
dNTPs a una concentracion final de 0.5 mM, 1 unidad de Tag DNA
polimerasa (Invitrogen), 20 picomoles de cada oligonucleétido y una

cantidad variable de MgCl, segun el par de oligonucledtidos utilizados.
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Se llevé a cabo el disefio de oligonucledtidos especificos para amplificar
regiones internas de los genes relacionados al grupo de epistasis EhRAD52
involucrados en la reparacion del dafio al DNA por recombinacion homdloga
y para genes constitutivos usados como control de carga y expresion (tabla
3)s

Para cada gen se estandarizd la reaccion de RT-PCR bajo condiciones
especificas que permitieron la deteccion de los respectivos transcritqs en la

fase logaritmica de la reaccion.
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Tabla 3. Oligonucleétidos especificos disefiados para el analisis de la expresion de los genes del grupo de epistasis rad51 en
Entamoeba histolytica.

Producto Tm

Gen Oligonucleétido sentido Oligonucledétido antisentido (pb) (°C)
Ehmrell 5'-CGAGAAGAAGAGCAGCTCAA-3' 5'-CTTTCCTTTTTCTTCAGCCA-3’ 391 49.5
Ehrad50 5'-CAGCCCAAGACATTCAAACA-3’ 5'-CTGCATAATTGTTGTGCCAA-3’ 277 49.5
Ehnbs1 5'-CACCTCCCACACCACAGTAT-3’ 5'-CTCCACCAATGAATGACCAT-3' 549 49.0
Ehrad51 5'-ATTGCTTTTACACCAAAG-3’ 5-TTCTTCTGAATTTA ATCC-3' 400 49.5
Ehrad51C 5'-CCACATGACATTGTGAGTCT-3’ 5'-GAATTATCCGATGAAGTGCT-3' 155 45.0
Ehrad52 5-ATGACTGAAATAGATACCTC-3' 5'-AATTTGATTGTTTTAAGAAT-3’ 730 37.5
Ehrad54 5'-GGGCAAAAAATTCACCTAAA-3' 5'- GTCGTGATCCTCCAAGTGCT-3' 876 50.0
Ehrad54B 5'-GTCATGCCATTGACCAATTA-3’ 5'-TCACACTCTTCCTCAGTTGG-3’ 499 47.5
Ehrad52/22 5'-ATGTCTCATGAAATAAAACCAC-3' 5'-TCATTTCTTACGTCTAACTATTACT-3" 516 44.5
25S rRNA 5'-TATCAAATCAAAGGACCCGCT-3' 5’-AAAAGA AAAACTAAGCGGTAA-3' 631 51.0
Ehactina 5'-AGCTGTTCTTTCATT ATATGC-3' S'-TTCTCTTTCAGCA GTAGTGGT-3' 220 48.0
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15. Cuantificacion de la expresion de los genes

Los productos amplificados se mezclaron con 0.1 volimenes de buffer de
carga para DNA (Ficoll 400 al 25%, azul de bromofenol al 0.25 % y cianol
xileno al 0.25%) y se corrieron en geles de poliacrilamida al 12 % para
DNA, en TBE 1X. La electroforesis se realiz6 a 100 V. El DNA se tifié con
bromuro de etidio (0.5 pg/ul) y se visualizé bajo luz U.V. a 310 nm. La
imagen obtenida se registr6 en el equipo de cémputo GelDoc 1000
utilizando el programa Molecular Analyst (BioRad). La expresién fue

semicuantificada por densitometria usando el programa Quantity One.

16. Preparacion de bacterias competentes congeladas.

Se tomd una colonia de bacterias Escherichia coli DH5c 6 BL21 (DE3) pLysS
y se crecié en medio LB a 37°C, con agitacién vigorosa O/N. En un matraz
estéril con 100 ml de medio LB se inoculé 500 pl de cultivo y se incubd a 37
°C con agitacién moderada, hasta que las células alcanzaron una Densidad
optica (DO) de 0.4 a 0.5, a 595 nm. El cultivo se colecté en tubos de
centrifuga de 50 ml y se mantuvo en hielo por 10 a 15 min. Las células
fueron empastilladas a 2,000 rpm por 15 min a 4 °C y la pastilla fue
resuspendida en 1/3 del volumen inicial colectado de solucién RF1 (RbCl
100 mM, MnCl, 50 mM, acetato de potasio 30 mM, CaCl, 10 mM y 15 % de
glicerol, pH 5.8). ILs células fueron incubadas nuevamente en hielo durante
15 min y empastilladas a 2,000 rpm. La pastilla se resuspendié en 1/12 del
volumen original de solucién RF2 (RbCl 10 mM, MOPS 10 mM, CaCl, 75 mM
y 15% de glicerol, pH 6.8), incubando otros 15 min en hielo. Alrededor de

200 ul de bacterias competentes fueron distribuidas en tubos eppendorf de
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0.5 ml estériles que fueron colocados en nitrégeno liquido y mantenidos

hasta su uso a -70 °C.

17. Obtencion de DNA de trofozoitos de E. histolytica.

Para obtener el DNA de los trofozoitos se utilizd el método de extraccidon de
DNA por medio de gradientes de CsCl. Las preparaciones congeladas de
1x10° células se lisaron en 1 ml de una solucién consistente en sacarosa
(100 mg/ml) y EDTA 0.5 M. A esta solucién se le agregd sarcosil al 2% vy 2
mg/ml de proteinasa K. El lisado se incubd a 60 °C por 2 h. En el lisado se
disolvieron 1.4 g de CsCl por cada 5 ml de lisado y 20 mg/ml de colorante
Hoechst 33258 para obtener un lisado con un indice de refraccién de
1.3838. Para formar el gradiente, se prepard una solucidon que contenia
1.86 g de CsCl por ml de Tris 0.02 M, pH 8.5, con un indice de refraccion
aproximado de 1.4190. Otra soluciéon de CsCl de menor densidad, con un
indice de refraccion aproximado de 1.3640, se prepard a partir de la
solucion concentrada de CsCl. El gradiente se formd por pasos, colocando
cuidadosa y continuamente 4 ml de CsCl concentrado en el fondo de un
tubo de propileno para rotor 50 ti, 5 ml de solucion de DNA y de 3 a 4 ml de
CsCl de menor densidad. Los tubos se centrifugaron a 183 000 xg por 18 h
a 20 °C en una ultracentrifuga Beckman L8-55. La banda de DNA, visible
con luz UV, se colectdé en un tubo cérex estéril, insertando una aguja
hipodérmica, directamente bajo la banda de DNA. El colorante Hoechst
333258 se extrajo mediante 3 lavados con un volumen igual de isopropanol.
El DNA se recuperd con la adicién de 3 volimenes de etanol al 70% a T/Ay

se centrifugd a 13 000 xg en el rotor HB4, Sorvall, a 20 °C. Posteriormente,

el DNA se disolvié en 2 ml de agua desionizada estéril y se dializé contra
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una solucion de Tris-HCl 10 mM, pH 7.5 y EDTA 1 mM, pH 8, a 4 °C durante
24 h. El DNA se precipitd adicionando 1/10 del volumen total de acetato de
sodio (NaOAc) 3M, pH 5.2 y 3 volimenes de etanol absoluto. Se dejé 10

min en nitrégeno liquido y se centrifugd a 12,000 xg.

El DNA fue cuantificado por espectrometria midiendo la absorbancia a 260
nm y aplicando la formula:

[DNA pg/mll= Azs0nm X 50 x factor de dilucion

18. Amplificacion por PCR del gen Ehrad51

Por analisis in silito, se obtuvo una secuencia que contiene un marco de
lectura abierto (ORF) con homologia al gen Ehrad51. Con base en la
secuencia encontrada, se disefiaron los oligonucledtidos en sentido
Ehrad51-S (5-CGGGATCCAAAGTAATGAGTGCCAAGCA-3") y antisentido
Ehrad51-AS (5'-CCAAGCTTGCCATTCTCCGTATTATGGC-3’) que contienen los
respectivos sitios de restriccion para las enzimas BamHI y HindIIl
(subrayados en las secuencias) y que flanquean el gen Ehrad51 completo
de 1098 pb. Mediante PCR se amplificd el fragmento usando como molde 50
ng de DNA genomico, una mezcla de dNTPs 400 uM (c/u), MgCl, 2.5 mM,
oligonucledtidos 0.3 uM y 2 unidades de la enzima Tag DNA polimerasa
(Invitrogen). Se utilizé6 un programa de 30 ciclos: desnaturalizacion a 94 °C
durante 35 seg, alineamiento de los oligonucleétidos a 48 °C por 35 seg,
extension a 72 °C por 1 minuto y finalmente una extension a 72 °C por 7
min. Como control positivo de PCR, se amplifico un fragmento de 220 pb del
gen de actina, wusando el oligonucledtido en sentido (5'-
AGCTGTTCTTTCATTATATGC-3") y antisentido (5'-TTCTCTTTCAGCAGTAGTG

GT-3') y como DNA molde el pldsmido pGEM®-4Z-actina que contiene
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clonado ORF del gen de actina amibiano (Edman, 1987). El control negativo

consistid en una mezcla de reaccion carente de DNA molde.

19. Separacion del DNA en geles de agarosa.

La muestra de DNA se mezcl6 con 0.1 volimenes de buffer de carga para
DNA (Ficoll 400 al 25%, azul de bromofenol al 0.25 % vy cianol xileno al
0.25%) vy se resolvié mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1 o
2% en TAE 1X (Tris-acetato 0.04 M y EDTA 0.001 M pH 8). La electroforesis
se realizd a 100 V. El DNA se tifié con bromuro de etidio (0.5 pg/ul) y se
visualizé bajo luz U.V. a 310 nm. La imagen obtenida se registrd en el
equipo de computo GelDoc 1000 utilizando el programa Molecular Analyst

(BioRad).

20. Clonacion del gen Ehrad51 en el vector de expresion pRSET-A.

El gen Ehrad51 se clond en el vector de expresion pRSET-A (Invitrogen).
Este vector tiene la caracteristica de tener el gen de resistencia a la -
ampicilina y de agregar una etiqueta de seis histidinas al extremo amino de
la proteina recombinante (Fig.15).

El producto de PCR de 1098 pb se corrid en un gel y se limpid utilizando el
kit Gene Clean. El fragmento de PCR puro y el vector pRSET-A se digirieron
paralelamente con las enzimas BamH 1y Hind 1II (New England, BiolLabs)
uséndo 5 unidades de cada enzima en el buffer NaCl 150 mM, Tris-HCI 10
mM, MgCl, 10 mM, DTT 1 mM, pH 7.9 O/N a 37 °Cy su digestion se analizo
en un gel de agarosa. Tanto el inserto como el vector fueron purificados
usando el kit QIAEX II Gel Extraction (Qiagen) y nuevamente fueron

analizados en un gel de agarosa al 2% para su cuantificacion. La reaccién
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de ligacion se hizo en proporcién molar fragmento/vector 1:1 con 10 ng de
fragmento digerido, 80 ng de plasmido pRSET-A digerido, buffer de la
enzima (Tris-HCI 50 mM pH 7.6, MgCl, 10 mM, ATP 1 mM, DTT 1 mM, 5%
polietilen glicol) y 1 unidad de enzima T4 DNA ligasa (Gibco) O/N a 16 °C.
Se transformaron bacterias E. coli DH5«, se obtuvo el DNA plasmidico (ver
miniprep) y por doble digestiéon enzimatica con las enzimas BamH I y Hind
III se comprobd que liberara el inserto de 1.34 Kb. El plasmido
recombinante (pRSET-Ehrad51) se cuantificd y se confirmd que el inserto
estuviera en marco de lectura con el vector, mediante secuenciacion

automatica.
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Figura 15. Mapa del plasmido pRSET.

El vector de expresion pRSET permite un alto nivel de expresion de proteina
recombinante. La ligacion de un inserto de DNA se ubica en marco de
lectura rio abajo de una etiqueta de histidinas y del ATG del inicio de la
traduccion. La expresion del inserto esta controlada por el promotor T7. El
DNA ligado se transcribe cuando la RNA polimerasa T7 se une al promotor
T7. Para que la RNA polimerasa T7 se exprese, es necesario agregar IPTG al
medio de cultivo.

El vector tiene un tamafio de 2,897 pb, sitios de clonacién muiltiple (SCM) y
el gen de resistencia a ampicilina (B-lactamasa), pero su caracteristica mas
importante es la presencia de una etiqueta de seis histidinas consecutivas
(6His) que presentan gran afinidad por cationes divalentes como el niquel.

La etiqueta no repercute con la funcionalidad de las proteinas generadas y
se puede eliminar con enterocinasa (EK).
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21. Obtencion del DNA plasmidico mediante el método de lisis
alcalina (Miniprep).

Para obtener el DNA plasmidico, se propicid el crecimiento de bacterias E.
coli DH5a en 5 ml de medio LB, suplementado con ampicilina 100 pg/ml,
O/N a 37 °C y en agitaciéon constante (225 rpm). Se cosechd 1.5 ml de
cultivo de bacterias y se centrifugd a 12,000 xg durante 30 seg en una
centrifuga eppendorf 5415 C. Se decantd el sobrenadante y, a la pastilla, se
le extrajo el plasmido por lisis alcalina, segin el método descrito en
Sambrook (Sambrook, 1989). Brevemente, la pastilla se resuspendié en
100 pul de solucién I fria (glucosa 50 mM, Tris-HCI 25 mM pH 8.0, EDTA 10
mM) y se agité fuertemente en un voértex. Después fueron afadidos 200 pl
de solucién II (NaOH 0.2 N, SDS al 1%), se mezclé por inversion y se
incubd en hielo durante 5 min para lisar las bacterias. Posteriormente, se
agregd 150 pl de solucién III fria (acetato de potasio 3 M, pH 5.2) y 5 ul de
CIsCH (cloroformo), se mezcld por inversidén y se incubd en hielo durante 10
min. Los restos celulares fueron eliminaron por centrifugacién a 14,000 xg
durante 10 min a 4 °C. La fase acuosa se recuperd y se agregé dos
volimenes de etanol absoluto, se centrifugd a 12,000 xg durante 5 min, se
eliminé los sobrenadantes y las pastillas (DNA plasmidico y RNA), se
secaron a T/A aproximadamente unos 15 min. Los DNAs fueron
resuspendos en 100 ul de agua estéril y el RNA se degradd con 10 ug de
RNAsa A durante 30 min a 37°C. Se afiadié un volumen de la mezcla fenol:
cloroformo: alcohol isoamilico (proporcion viv:v 25:24:1) y se agitd
fuertemente en wun vortex para homogeneizar. Los tubos fueron
centrifugados para recuperar las fase acuosa (DNA plasmidico) y el

contenido se homogeneizé con un volumen de cloroformo. Nuevamente las
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muestras fueron centrifugadas para recuperar el sobrenadante y el DNA se
precipité con acetato de sodio (NaOAc) 0.3 M pH 5.2, en dos volimenes de
etanol y se incubd en hielo durante 5 min. Se centrifugd otra vez, se elimind
el sobrenadante y la pastilla se lavé con 1 ml de etanol al 70%. Luego de
una ultima centrifugacion, la pastilla de DNA plasmidico se secd y se

resuspendié en TE (Tris-HC| 10 mM, EDTA 1 mM pH 8.0).

22. Condiciones de la digestion con BamH I y Hind III de la
construcciéon pRSET-Ehrad51

Se digirié 1 pg del DNA plasmidico con 10 unidades de las enzimas BamH I
y Hind III durante 2 h a 37 °C. El producto de la digestion se analizd en un

gel de agarosa.

23. Secuenciacion automatica del plasmido pRSET-Ehrad51

Una de las clonas con el inserto de 1098 pb (pRSET-Ehrad51) se selecciond
para secuenciar el gen, utilizando el kit de ABI Prism'Big Dye Terminator, v.
2. 0 y un secuenciador automatico de DNA (310 Genetic analyzer, Applied
Biosystem). La reaccion de secuenciacion de DNA se hace por el método
enzimatico de Sanger, el cual se basa en la sintesis de DNA in vitro en
presencia de terminadores de cadena dideoxinucledsidos trifosfatados
(ddNTPs). Cada terminador de cadena estd marcado con una sonda
fluorescente que es detectada por el equipo: la adenina contiene dicloro
R6G (verde), la citosina estd tefiida con dROX (rojo), la guanina con dR110
(azul) y la timina con dTAMRA (amarillo). La reaccién se lleva a cabo en

presencia del DNA molde, un oligonucledtido complementario al DNA que se
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va a secuenciar y una mezcla del kit que contiene la enzima AmpliTag DNA
polimerasa, terminadores (ddNTPs), dNTPs y MgCl,. La DNA polimerasa al
sintetizar la cadena complementaria no hace distincion entre los dNTPs vy
ddNTPS, pero cada vez que un ddNTP se incorpora, la sintesis de la cadena
se detiene por la falta del grupo hidroxilo. Debido a que en la reaccidn
existen millones de moléculas de DNA molde, las cadenas de DNA
sintetizadas van a terminar en diferentes puntos en la secuencia. Estos
fragmentos sintetizados se pueden separar por su tamafio en una
electroforesis, con un ldser se excita el fluorocromo del ddNTP. y las
fluorescencias son registradas. Los datos son interpretados en la
computadora y el resultado se arroja como una secuencia nucleotidica o

graficamente en un electroferograma.

24. Expresion de la proteina recombinante EhRAD51

Para la expresion de la proteina recombinante se transformaron bacterias E.
coli BL21 (DE3) pLysS con la construccion pRSET-Ehrad51 y la mezcla se
afiadié en placas de LB con ampicilina 100 pg/ml! y cloranfenicol 34 pg/ml
O/N a 37 °C. Esta cepa se utiliza para la expresién de genes regulados por
el promotor T7 porque contiene un plasmido con el gen de la RNA
polimerasa T7 y su marcador de seleccion es el gen de resistencia al
cloranfenicol.

Al dia siguiente se inoculd una colonia en 100 ml de medio LB (en presencia
de los antibidticos ya mencionados) a 37 °C en agitacién constante (225
rpm) hasta alcanzar una DO (DO) a 600 nm de 0.8. Inmediatamente, se
agrego IPTG a una concentracion final de 1 mM y se permitid la expresion

de la proteina recombinante a 37 °C durante 1 h, 3 h y O/N. Se cosecharon
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las bacterias a 4,000 xg durante 10 min y la pastilla se guardé a -20 °C

hasta su uso.

25. Purificacion de la proteina recombinante en condiciones
desnaturalizantes y nativas por cromatografia de afinidad en
columna de Ni NTA.

La proteina recombinante se purificé siguiendo el protocolo sugerido en el
manual The QIAexpressionist (Qiagen), dado que las resinas de &cido
niquel-nitrilotriacético (Ni-NTA) unen grupos imidazol. El residuo de
histidina contiene un grupo imidazol que se une a los iones niquel (Ni**) de
la resina a pH neutro y se disocia del metal en pH &cido o cuando las
concentraciones de imidazol en el buffer son elevadas (Fig.16).

Los extractos totales de bacterias con proteina recombinante se obtuvieron
por sonicacion en buffer de lisis desnaturalizante a pH 7.8 (HCI de guanidina
6 M, NaH,PO; 20 mM, NaCl 500 mM). La interaccién de los extractos
bacterianos con la columna de cromatografia de Ni-NTA agarosa (Qiagen)
se dejo a T/A durante 30 min. Las.proteinas bacterianas fueron eliminadas
al lavar la columna con amortiguadores con pH de 7.8, 6 y 5.3 (Urea 8 M,
NaH,PO, 20 mM, NaCl 500 mM) v, finalmente, la proteina recombinante se

eluyd a pH 4.
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Figura 16. Cromatografia de afinidad a metales en resina de Ni-NTA.

La proteina EhRRAD51 se generé como un polipéptido de fusion que posee
una etiqueta de seis histidinas en el extremo amino, lo que facilita su
purificacion por cromatografia de afinidad. A pH neutro el grupo imidazol de
las histidinas se une al niquel (Ni**) de la resina. Dos residuos de histidina
pueden interaccionar con un i6n de Ni’*. Las proteinas bacterianas que
llegan a interaccionar con el niquel se desprenden de la resina al lavarla con
amortiguadores con pH de 6 a 8 (condiciones desnaturalizantes) o con un
amortiguador conteniendo 20 mM de imidazol (condiciones nativas). Al
disminuir el pH (4 a 5.9) o aumentar a 250 mM la concentracion de
imidazol, este grupo se protona y por tanto la proteina recombinante se
disocia del Ni’*, esta propiedad se aprovecha para eluir a la proteina
recombinante pura.

A. Se muestra la interaccion entre los iones de Ni** y el imidazol de las
histidinas.

B. Se muestra como se libera el imidazol de la resina Ni-NTA. N, extremo
amino de la proteina recombinante. C, extremo C-.

Pentagonos, anillos de imidazol. +, imidazol protonado.
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La proteina recombinante nativa se purificd de igual manera, pero usando
las siguientes soluciones: buffer de lisis (50 mM NaH,PO,4, 300 mM NacCl, 10
mM Imidazol, pH 8); buffer de lavado (50 mM NaH,PQ,, 300 mM NacCl, 20
mM Imidazol, pH 8) y buffer de elucién (50 mM NaH,PO,, 300 mM NacCl,
250 mM Imidazol, pH 8).

Posteriormente, se analizd el contenido proteico de cada fraccion en un

SDS-PAGE al 15%.

26. Electroelucion de la proteina ERRAD51.

Para obtener la proteina recombinante pura, fueron seleccionadas las
fracciones de elucion donde se observaba mayor concentracion de la
recombinante. Estas fracciones fueron resueltas en un gel preparativo SDS-
PAGE al 15%, se corté la orilla del gel para visualizar las proteinas con
Coomassie y ubicar a la proteina recombinante. Este pedazo de gel se
alined con el resto y se escindié la banda correspondiente a la proteina
EhRADS51. La banda se electro-eluyé en un sistema de electroelucion
(Modelo 422, BioRad) en buffer de electroforesis (Tris 25 mM, glicina 250
mM y SDS al 0.1 %) a 100 V durante 1 h. Finalmente, la proteina pura se

recuperod y se cuantificé por el método de Bradford (Bradford, 1976).

27. Produccion de anticuerpos policlonales contra la proteina
EhRADS51.

Un conejo macho Nueva Zelanda de 2.5 Kg de peso fue sangrado a través
de la vena de la oreja para obtener el suero preinmune. Posteriormente, fue
inmunizado con 200 ug de proteina recombinante pura (EhRADS51) cada 10

dias en tres ocasiones; la primera inmunizacién se administré con 100 pl del
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adyuvante completo de Freund vy, las subsecuentes, con 100 pl del
adyuvante incompleto de Freund. Transcurrido un mes de inmunizacién, se
obtuvo la sangre y se colectd en tubos Eppendorf. Los tubos fueron
incubados durante 30 min a 37 °C (para permitir la retraccién del codgulo)
y fueron centrifugados durante 5 min a 2,000 rpm. Finalmente se retird el
suero y se almacend a -20 °C. Las inmunoglobulinas IgG fueron purificadas

por cromatografia de afinidad usando columnas de proteina G.
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Figura 17. Esquema de inmunizacion para la obtencion de anticuerpos

policlonales anti-EhRAD51 en conejo.

Un conejo fue sangrado a través de la vena de la oreja para obtener el
inmunizado con rEhRAD51 cada 10 dias en tres

ocasiones. Al dia 30 se obtuvo la sangre y se obtuvo el suero inmune.
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28. Inmunolocalizacion de la proteina EhRRAD51 en Entamoeba
histolytica

La microscopia de inmunofluorescencia indirecta fue llevada a cabo de
acuerdo a la técnica descrita por Ausubel (Ausubel y cols., 1994). Los
trofozoitos sometidos o no a irradiacion con luz UV-C fueron cosechados por
centrifugacion a 500 xg durante 5 min a 4°C, y se anadié la cantidad de
1X10° trofozoitos a los pozos de una placa de (Corning), dentro de los
cuales previamente habian sido colocados cubreobjetos estériles. Las placas
fueron incubadas durante 2 h a 37°C hasta que las células se adhirieron.
Enseguida, se les retird el medio y las muestras fueron fijadas con
paraformaldehido (PFA) al 4% en PBS pH 7.4 a 37°C, durante 45 min y
lavadas con PBS. Posteriormente, las células fueron permeabilizadas con
acetona fria durante 5 seg. Cada pozo se lavé nuevamente con PBS y con la
finalidad de evitar uniones inespecificas de los anticuerpos, las
preparaciones se bloquearon con una solucion de BSA al 1% a 37°C durante
40 min. Una vez bloqueadas, las células fueron incubaron 37°C porlhoa
4°C O/N con el anticuerpo policlonal primario anti-EhRAD51, hecho en
conejo, usando una dilucidon 1:200. Como anticuerpo secundario se utilizd
anti-IgG de conejo acoplado a fluoresceina FITC (Zymed) en una dilucién
1:100; éste se incubd por 2 h a T/A. Después, las células fueron lavadas
con PBS e incubadas con una solucién de ioduro de propidio (10 pg/ml) por
5 min, se realizd un nuevo lavado con PBS y por Ultimo otro con agua
estéril. Después del Ultimo lavado, los cubreobjetos con las células fueron
montados en un portaobjetos con vectashield al 50 %. El control negativo
consistié en trofozoitos incubados sélo con el anticuerpo anti-IgG de conejo

conjugado a FITC. La fluorescencia de los planos Opticos seriales de los
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trofozoitos se observé en un microscopio confocal Leica (SP2) y se analizo

usando el programa Image J (http://rsb.info.nih. gov/ii/).

29. Ensayos de unién de la proteina EnRADS51 al DNA.

Para realizar los ensayos de retardo de la movilidad electroforética en
presencia de la proteina recombinante ERRADS1 nativa, fueron usadas dos
sondas de DNA marcadas radioactivamente:

I.  Un oligonucledtido de cadena sencilla de 50 bases -ssDNA (adh50)-
que contiene un segmento del extremo N-terminal del gen de la
adhesina de 112 KDa (Banuelos y cols., 2005), marcado en el
extremo 3’ con [y-**PJATP (500 pCi/mmol) por la enzima
polinucledtido cinasa T4 a 37°C durante 30 min

ii.  Un fragmento de doble cadena de 270 pares de bases -dsDNA (pgp-
270)- correspondiente a la region 3 'UTR del gen EhPgp5 (Lopez-
Camarillo y cols., 2003), que fue uniformemente marcado con [a-

ZPJATP (200 pCi/mmol) a través de una reaccién de PCR.

El ensayo se llevé a cabo en un volumen final de 25 pl en un buffer de
uniéon que contiene 50 mM Tris-HCI (pH 7.8), 1 mM DTT, 10 mM MgCl, y 1
mM ATP; en presencia de cantidades ascendentes de la proteina rEhRRADS1
nativa (0, 2.5, 5y 7.5 pg). Las reacciones se iniciaron con la adicién de las
sondas radioactivas adh50 o pgp270 (10 000 cpm) a los tubos previamente
preparados y su posterior incubacién a 37°C durante 15 min. De manera
simultanea, se realizd experimentos controles, sustituyendo la proteina
rEhRADS1 por la fraccidn purificada obtenida de bacterias BL21 pLysS sin

transformar. Finalmente, los complejos DNA-proteina fueron resueltos en
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geles no desnaturalizantes de poliacrilamida al 6% para DNA, los cuales
posteriormente fueron secados en vacio y expuestos a una pantalla para

detectar la radioactividad en el Phosphor Imager (BioRad).

30. Ensayo de formacion de D-loop para la proteina EhRRADS 1

La actividad de transferencia entre cadenas de DNA homélogas mediada por
rEhRADS51 fue evaluada mediante el ensayo de formacién del D-loop de
acuerdo al procedimiento descrito por Kinebuchi (Kinebuchi y cols., 2004).
La figura 17 esquematiza el procedimiento para el ensayo D-loop realizado.
De manera detallada, un fragmento de cadena sencilla de 200 bases -
ssDNA (pgp-200)-, que es complementario a la region 3°UTR del gen
Ehpgp5 clonado en un plasmido dsDNA (Lopez-Camarillo y cols., 2003a),
fue marcado radioactivamente con [y-*?P]JATP (500 uCi/mmol) por la
enzima polinucledtido cinasa a 37°C durante 30 min. Luego, cantidades
crecientes de la proteina rEhRADS1 (0, 2.5, 5 and 7.5 pg) fueron
preincubadas en el buffer de reaccién (50 mM Tris-HCI, 1 mM DTT, 10 mM
MgCl, y 1 mM ATP a pH 7.8) con la sonda pgp-200 (10 000 cpm) a 37 °C
durante 15 min. Posteriormente, el plasmido homolélogo dsDNA (1 pM) se
afiadi6 a la mezcla de reaccidn y ésta se incubd a 37°C durante 30 min. Un
plasmido no relacionado fue usado como dsDNA heterdlogo control. Las
reacciones fueron detenidas con la adicion de SDS al 0.1% y, para evitar
que la proteina EhRADS51 permaneciera unida a la sonda sspgp-200, las
muestras fueron desproteinizadas con proteinasa K (1 mg/ml) a 37°C
durante 10 min. Finalmente, éstas fueron corridas en geles de agarosa al
1% en buffer TAE 1X y transferidas a membranas de nylon (Amersham) en

solucién SSC 20X (NaCl 0.15 M, Citrato de Na 0.015M) O/N. La actividad de
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transferencia entre cadenas de DNA homdlogas para rERRADS51 se evalud
mediante la visualizacién de los productos radioactivos en el Phosphor
Imager (BioRad). Estos productos fueron cuantificados por densitometria

usando el programa Quantity One (BioRad).
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IV. RESULTADOS

1. La irradiacion de los trofozoitos con luz UV-C (254 nm) 150 J/m?
induce fragmentacion del DNA

La activacion de respuestas celulares especificas para reparar el dafio al
DNA ha sido demostrada en una amplia variedad de células expuestas a
rayos X, radiacién UV y agentes quimicos (Woods y Dyall-Smith, 1997).
Para iniciar el estudio de los mecanismos involucrados en reparacion al DNA
en E. histolytica, usamos irradiacion con luz UV-C 254 nm a una dosis de
150 J/m? Nuestros experimentos evidenciaron que, al menos durante las
primeras 12 h después de la irradiacion, la sobrevivencia de las células no
se afecto significativamente (Fig. 18).

Usando las mismas condiciones experimentales, analizamos la presencia de
extremos hidroxilos 3' libres en el DNA mediante el ensayo de TUNEL. En
los trofozoitos no irradiados la presencia de células positivas para el ensayo
de TUNEL fue menor al 1%, mientras que un 57.4% 2.74% de las células
sometidas a irradiacion con UV-C a los 30 min presentaron rupturas en el
DNA (Fig. 19). Interesantemente, la reduccién en la fragmentaciéon del DNA
a las 3, 6 y 12 h después del tratamiento se hizo evidente (27.11+ 4.84,

8.79+ 3.36 y 0.77% 2.59%, respectivamente).
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Figura 18. Efecto de la irradiacién con luz UV-C en la viabilidad de las
células. Curvas de crecimiento de los trofozoitos sometidos o no a
irradiaciéon con luz UV-C (dosis 150 J/m? durante 8 seg).
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Figura 19. Ensayo de TUNEL por citometria de flujo en trofozoitos
sometidos o no a irradiacion con luz UV-C. Cada histograma denota el
porcentaje de fragmentacidon del DNA en las células con fluorescencia
positiva. La abscisa indica la fluorescencia del ioduro de propidio (PI) y la
ordenada la fluorescencia del Alexa 488 unido a los extremos 3’ liberados en
el DNA (F). El numero dentro de cada histograma refleja el porcentaje de
las células positivas para fluorescencia arriba de la linea de corte.

93



RESULTADOS
Lépez-Casamichana M.
Posgrado en Ciencias Genémicas de la UACM

El ensayo Cometa es un método simple y sencillo para estudiar el dafio al
DNA y la reparacion. Con el objetivo de evidenciar el dafio en células Unicas
luego de irradiar las células con luz UV-C, bajo las mismas condiciones de
ensayo previamente evaluadas, se realizd un ensayo Cometa a pH neutro
que permite detectar las rupturas de la doble cadena en el DNA. Los
resultados obtenidos confirman la induccion de DSBs del DNA en los
trofozoitos, luego del tratamiento genotdxico (figura 20). Se observd
estructuras tipo cometa clasicas a los 30 min y las 3 h después de la
induccién de dafio, mientras que a las 6 h se visualizd una reduccién
evidente en los tallos del DNA. Como era de esperar, a las 12 h, la
migracion del DNA en los trofozoitos fue muy similar a la observada en las
células control no irradiadas.

El analisis conjunto de estos datos indica que la irradiacidn de los trofozoitos
con la dosis empleada de luz UV-C, indujo eficientemente dafio genotoxico
de tipo ruptura de doble cadena en el DNA y, como consecuencia, fueron
activados mecanismos de reparacidn especializados que permiten restaurar

la integridad del DNA y que garantizan la sobrevivencia de las células.
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No UV-C

UV-C (30 min) UvV-C (3 h}

Figura 20. Ensayo Cometa o Electroforesis en una unica célula realizado en
trofozoitos sometidos o no a irradiacion con luz UV-C. Cada panel refleja el
patréon de corrida electroforética del DNA marcado con ioduro de propidio de
las células lisadas para cada condicion experimental.
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2. La fosforilacion temprana de la histona EhH2AX correlaciona con
la presencia de dafio al DNA.

Las DSBs inducen la fosforilacion rapida de las histonas H2A yH2AX tanto en
levadura como en humano, en un residuo de Ser altamente conservado
localizado en un motif SQ cerca del extremo C-terminal, produciendo las
formas fosforiladas yH2A and yH2AX, respectivamente. (Chen y cols., 2000).
Se realizd una busqueda en la base de datos Pathema del genoma de E.
histolytica para identificar secuencias homdélogas a H2AX y, como resultado,
encontramos dos genes putativos (locus EHI_126210 y EHI_188960) con
identidades de 55% y 57% (e-value 2e-27 y 2e-28) respecto a la proteinas
ScH2A y HsH2AX. Estos genes fueron denotados en este trabajo como
Ehh2ax1 y Ehh2ax2 y predicen dos proteinas pardlogas conservadas que
comparten un 93% de identidad. Ambos polipéptidos contienen el motif SQ
con el residuo de serina conservado potencialmente fosforilable (Ser 156)
(Fig. 21).

Debido a la alta conservacion del C-terminal en H. sapiens y E. histolytica,
fueron realizados ensayos de Western blot usando un anticuerpo humano
anti-yH2AX para detectar proteinas fosforiladas homdlogas EhH2AX
(YEhH2AX) en extractos de proteinas citoplasmaticas (CE) y nucleares (NE)
preparados a partir de trofozoitos no irradiados e irradiados, incubados 10 y
30 min. En las células no tratadas, identificamos una sefial muy débil a la
altura de los 17 kDa en NE, que corresponde al peso molecular (PM)
esperado para las histonas yYEhH2AX (Fig. 22, linea 2). Por el contrario, esta
banda no se observd en los CE (Fig. 22, linea 1). Interesantemente, a los
10 min después de irradiar, la banda de 17 kDa se hizo 5 veces mas intensa
en los NE, evidenciando un incremento en la cantidad de yYEhH2AX, mientras

que no fue detectada en los CE (Fig.22B, panel superior, lineas 3 y 4).
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Ademas, 30 min después, no se encontrd sefial ni en NE ni en CE (Fig. 22,
panel superior, lineas 5 y 6). Como controles experimentales se uso el
suero anti-EhPAP que reconoce la proteina EhPAP de 63 kDa (Garcia Vivas y
cols., 2005) tanto en los trofozoitos no tratados como los tratados con luz
UV-C, lo cual confirmd la integridad de los extractos proteicos (Fig. 22,
panel inferior). Estos resultados sugieren que E. histolytica posee dos
proteinas paralogas EhH2AX que pueden ser fosforiladas como resultado de
la exposicion a la luz UV-C y el dafio genotdxico. No obstante, estos
experimentos no nos permiten distinguir cual de las dos proteinas EhH2AX
fue modificada o si ambas se hallan fosforiladas. Estos datos muestran que
la UV-C resultd ser un modelo Util para generar dafio al DNA y estudiar los

mecanismos de reparacion en E. histolytica.
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Figura 21. Identificacion de las histonas H2AX de E. histolytica.
Alineamiento mdultiple de las secuencias de las proteinas H2AX de E.
histolytica y H. sapiens. En las cajas negras aparecen los residuos de aa
idénticos y en las grises los residuos de aa conservados; el motivo SQ del
extremo C-terminal aparece encerrado en un rectangulo y la cabeza de
flecha sefala el residuo de serina potencialmente fosforilable (Ser 156). Los
numeros a la izquierda de los alineamientos indican la posicidn relativa
respecto a la metionina inicial para cada proteina.
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No UV-C uv-C
10 min 30 min
CE NE CE NE CE NE

<4 EhyH2AX

. 4 EhPAP

Figura 22. Inmunodeteccion de las histonas H2AX de E. histolytica.
Ensayos de Western Blot para la inmunodeteccién de la forma fosforilada de
las histonas EnH2AX (YEhH2AX) usando un anticuerpo policlonal anti-yH2AX
fosfo-Ser140 de humano (panel superior).

CE, extractos de proteinas citopldsmicas de E. histolytica, NE, extractos de
proteinas nucleares de E. histolytica

Carriles 1 y 2 trofozoitos no irradiados

Carriles 3 y 4 trofozoitos irradiados con luz UV C y cosechados 10 min
después.

Carriles 3 y 4 trofozoitos irradiados con luz UV C y cosechados 30 min
después. En el panel inferior se muestra el ensayo de Western Blot control
usando el suero anti-EhPAP.
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3. El genoma de E. histolytica contiene genes homélogos al grupo de
epistasis RAD52

Para investigar si los genes del grupo de epistasis se encuentran
conservados en E. histolytica, se llevé a cabo una blsqueda en la base de
datos de secuencias de E. histolytica (Tabla 5). Encontramos los genes
Ehmrel, Ehrad50 y Ehnbsl que podrian codificar para el complejo MRN, el
cual funciona como sensor primario de las DSBs en otros organismos
(Longhese M, 2006). Las proteinas predichas EhMRE11 y EhRAD50
exhibieron valores de identidad de 32 y 23% (valor de e: 3e-49 y 9e-36)
con los ortélogos en S. cerevisiae y H. sapiens, respectivamente. Por otra
parte, la secuencia de EhNBS1 parece ser mas divergente (17 y 24% de
identidad y valores de e de 0.003 y 0.002) (Tabla 4). Ademas, E. histolytica
contiene genes que codifican para la recombinasa central EARADS1 y una
proteina pardloga EhRADS51C. Asimismo, fueron predichos genes para las
proteinas EhRAD52, EhRAD54, EhRAD54B y EhRAD52/22 o EhRAD5S9 (Tabla
4). Tal y como ocurre en la levadura, algunos genes que participan en la
recombinacion homdloga en los vertebrados, como son los paralogos de
rad51: rad51b, rad51d, xrcc2 y xrcc3, parecen estar ausentes en este
parasito. Como conclusién, podemos afirmar que el genoma de E.
histolytica contiene una bateria de genes implicados en la reparacién del
DNA por recombinacién homdloga, lo cual sugiere que este protozoario esta
capacitado para llevar a cabo reparacion del dafio al DNA, de manera similar

a como se ha reportado en otros organismos eucariontes.
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Tabla 4. Comparacion entre las proteinas predichas para el grupo de epistasis RAD52 en E. histolytica con las
proteinas ortélogas de H.sapiens y S. cerevisae

Entamoeba histolytica

Homo sapiens

Saccharomyces cerevisiae

repre e Low' s oem B G W ML b s Mg v H1
EhMRE11 XM_651393 EHI_125910 596 MRE11 P49959 708 3e-49 51 32 MRE11 692 P32829 1e-33 45 26
EhMRE11-like XM_644963 EHI_077650 223 MRE11 P49959 708 3e-23 51 25 MRE11 692 P32829 2e-20 49 27
EhRAD50 XM_647783 EHI_079960 1241 RADS0 Q92878 1312 2e-44 40 23 RAD50 1312 P12753 2e-43 46 27
EhNBS1 XM_647447 EHI_098770 764 NBS1 Q61Q31 754 0.0022 40 24 XRS2 854 P33301 e+3 28 17
EhRAD51 XM_648984 EHI_031220 367 RADS51 Q06609 339 e-125 83 71 RADS51 400 P25454 2e-43 78 60
EhRAD51C XM_619126 EHI_122860 284 RAD51C Q433502 376 3e-17 51 28 RADS7 460 P25301 e-109 47 27
- - - RAD51B 015315 350 - - - RAD55 406 P38953

- = - RAD51D 075771 289 - - - " R _

- - - XRCC2 043543 280 - - - - - -

- - - XRCC3 043542 346 - - - - - - - -
EhRAD52 XM_648599 EHI_188230 243 RADS52 P43351 418 2e-35 71 48 RAD52 504 P06778 1e-23 57 38
EhRAD54 XM_648260 EHI_103840 885 RAD54 Q92698 747 e-115 58 41 RAD54 898 P32863 e-106 56 37
EhRAD54B XM_645236 EHI_114930 765 RAD54B  Q9Y620 910 e-130 52 36 RDH54 920 P32863 e-114 55 39
EhRAD52/22 XM_651011 EHI_112840 190 - - - - - - RADS59 238 Q12223 2e-08 45 25

? Base de datos de E. histolytica Pathema

® Base de datos Swiss-Prot/TrEMBL

|, identidad; H, homologia
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4. Los genes ortélogos del grupo de espistasis RAD52 de E. histolytica
se expresan diferencialmente en respuesta a la irradiacién con luz UV-
Cc

Con el objetivo de establecer el papel de los genes relacionados al grupo de
epistasis RAD52 en E. histolytica durante la reparacion del dafio al DNA,
fueron evaluados los perfiles de expresion de los RNA mensajeros de dichos
genes por ensayos de RT PCR, usando el modelo de irradiacién previamente
establecido.

La mayoria de los genes mostré un patron de expresion diferencial antes y
después del tratamiento (Fig. 23). Los genes Ehmrell, Ehrad51, Ehrad51ic y
Ehrad52 fueron transcritos a muy bajos niveles en los trofozoitos no
irradiados, mientras la expresion de sus mensajeros se indujo a diferentes
tiempos que oscilan entre los 30 min y las 12 h luego del dafio genotdxico.
Particularmente, luego de irradiacién con luz UV-C, la expresion del RNAmM
para el gen Ehrad51 se indujo 16 veces a los 30 min, 11 vecesalas 3 hy 4
veces a las 12 h, en comparacién con las células no tratadas. Por otro lado,
los genes Ehnbsl, Ehrad54 y Ehrad52/22 expresaron transcritos abundantes
en los trofozoitos no irradiados, no obstante, estos niveles disminuyeron luego
de la irradiacion. La expresion del gen Ehrad50 mostré un comportamiento
particular. Sus niveles de mensajero fueron elevados en los trofozoitos no
irradiados, sin embargo, 30 min después del tratamiento genotdxico, estos
niveles disminuyeron drasticamente, mientras que a las 3 h se encontraron
nuevamente niveles de transcritos elevados que finalmente disminuyeron a

las 12 h (Fig. 23). Asimismo, el gen Ehrad54b parece no estar expresandose
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bajo las condiciones experimentales evaluadas. Como control se monitored la
expresion del RNA ribosomal 255 (rRNA25S) cuyos niveles se mostraron
practicamente invariables. Estos datos muestran que los genes relacionados al
grupo de epistasis RAD52 en E. histolytica se expresan diferencialmente en
respuesta al dafio genotodxico inducido con luz UV-C, por lo que la respuesta

transcripcional de dichos genes pareciera no estar coordinada.
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Figura 23. Perfiles de expresion de los RNAm para los genes relacionados al
grupo de epistasis rad52 en E. histolytica.

A. Electroforesis en geles de poliacrilamida al 6% tefiidos con bromuro de
etidio mostrando los productos de las RT-PCR amplificados de los trofozoitos
no irradiados (carril 1) o de células irradiadas con luz UV-C y cosechadas a
diferentes tiempos (carril 2, 0.5 h; carril 3, 3 h y carril 4,12 h). Las cabezas
de flecha sefialan la longitud de los amplicones (pb)

B. Analisis densitométrico de los productos de las RT-PCR mostrados en el
panel A. Los pixeles correspondientes al amplicon control 255 rRNA fueron
tomados como 100%. Los datos grafican los valores promedio de tres
experimentos independientes.
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5. La proteina EhRADS51 predicha conserva la arquitectura tipica de la
familia RECA/RAD51

Debido a que las recombinasas de la familia RECA/RAD51 son enzimas claves
en los procesos de reparacion del DNA por HR (Bell, 2005), nos enfocamos en
la caracterizacion de la proteina RAD51 de E. histolytica. El gen Ehrad51 de
1098 pares de bases, no contiene intrones y predice un polipéptido de 367 aa
con un PM tedrico de 40.3 KDa. El analisis bioinformatico realizado mediante
BLAST, para comparar la secuencia predicha para EhRAD51 con proteinas
ortdlogas, arrojo valores bajos de e que oscilan desde 3e29 hasta 2e20 para
RADS51 de diversos organismos eucariontes (Tabla 5). Conjuntamente,
EhRADS51 mostro altos valores de identidad (desde 59% hasta 75%) con las
proteinas RADS1 de S. cerevisiae, Arabidopsis thaliana, L. major, T. brucei,
Mus musculus y H. sapiens. Por otro lado, la secuencia aminoacidica de
EhRADS51 presentdé una identidad de 51% con la proteina RADA de
Methanococcus voltae y de 36% con la RECA de E. coli (Tabla 5).

El alineamiento de la secuencia de la proteina EhRADS1 con los ortélogos de
otros organismos revela que éstos comparten altos grados de identidad y
homologia hacia el extremo C-terminal, siendo las regiones N-terminal mucho
mas divergentes (Fig. 24). De este modo, es posible predecir que la proteina
EhRADS1 contiene un.dominio de polimerizacion putativo (PM 110-116 aa), el
cual ha sido descrito como necesario para el ensamblaje de los mudltiples
monomeros de RAD51 en el humano (Wu y cols., 2005). De igual manera se

identificaron para EhRAD51 los motivos de ATPasa Walker A (152-159 aa) y
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Tabla 5. Valores arrojados por el analisis BLASTP de la secuencia de

EhRADS51.

g , o, Residuos Identidad Homologia Valor
Proteina Organismo ggceso . (aa) (%) (%) de g
RAD51  Homo sapiens Q06609 339 75 85 3e-29
RAD51  Mus musculus Q08297 339 75 85 3e-29
RAD51  Trypanosoma brucei Qouew1l 373 68 78 3e-23
RAD51  Leishmania major 061127 377 65 78 3e-22
RADS51  Arabidopsis thaliana P94102 342 62 78 7e-22
RAD51 Sacch'aromyces P25454 400 59 77 2e-20

cerevisae
RADA Methanococcus voltae 073948 322 51 74 9e-16
RECA Escherichia coli POA7G9 352 36 45 0.0075

® Base de datos Swiss-Prot/TrEMBL
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Walker B (240-249 aa), el loop L1 de union a DNA de cadena sencilla (255-
264 aa), el loop L2 (293-313 aa), asi como también un dominio en el extremo
carboxilo que se ha denominado ATP cap (342-350 aa) ya que recubre a la
molécula de ATP, este dominio parece ser esencial para el ensamblaje del
nucleofilamento y la hidrélisis del ATP en las recombinasas de la familia
RAD51/RECA (Wu vy cols., 2005 ;Shin y cols., 2003). De manera contrastante,
el extremo amino de la proteina EhRADS51 posee una region de baja
complejidad de unos 33 residuos de de aminoacidos, que se encuentra
altamente enriquecida en glutamatos y que no se halla presente en ninguna
otra recombinasa de esta familia (Fig. 25).

Ademas, como parte de este analisis, se infirid las relaciones filogenéticas de
una serie de proteinas de la familia RAD51/RECA de diversos organismos con
relacion a EhRADS51 (Fig. 26). El arbol fue creado con el programa MEGA 3.1
usando el algoritmo Neighbor Joining partiendo de los alineamientos de las
secuencias completas de las proteinas. Los numeros en cada nodo indican el
porcentaje de veces que la rama fue obtenida en un total de 1000 réplicas de
la prueba. La inferencia filogenética arrojada muestra una evolucion
progresiva de estas recombinasas desde eubacterias a eucariontes y relaciona
a EhRADS1 mas cercanamente con las proteinas de otros protozarios como T.

brucei y L. major.
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Figura 24. Alineamiento multiple de la secuencias de proteinas de la familia
RECA/RADS1 de Tripanosoma brucei (Tb), Arabidopsis thaliana (At), Homo
sapiens (Hs), Mus musculus (Mm), Saccharomyces cerevisiae (Sc),
Methanococcus voltae (Mv), Escherichia coli (Ec) y el bacteriéfago KVP40.
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Figura 25. Comparacion de la secuencia de EhRADS51 con otras proteinas RAD51.

Representacién esquematica del alineamiento mdlltiple de los dominios funcionales de RAD51 de E. histolytica
(EhRADS1), S. cerevisiae (SCRADS51) y H. sapiens (HsRAD51). Las cajas negras indican los aminoacidos idénticos
entre secuencias, las cajas grises los aminodacidos con substituciones conservadas. En los rectdngulos de colores se
resaltan la region rica en glutamato, el motivo de polimerizacién (PM), los motivos Walker A y B, las regiones L1 y

L2, asi como el ATP cap. Los nimeros a la izquierda de los alineamientos indican la posicién de los aminoacidos
respecto a la metionina inicial para cada proteina.
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Figura 26. Relaciones filogenéticas entre EhRADS51 y otros miembros de la
familia RECA/RADS51 de diferentes especies.
El arbol fue creado con el programa MEGA 3.1 usando el algoritmo Neighbor
Joining partiendo de los alineamientos de las secuencias completas de las
proteinas. Los numeros en cada nodo indican el porcentaje de veces que la
rama fue obtenida en un total de 1000 réplicas de la prueba.
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6. Prediccion de la estructura secundaria y terciaria de EhRAD51

La estructura secundaria y terciaria de la proteina putativa EhRADS51 se
predijo por modelado de homologia, usando como templado la estructura
cristalografica resuelta para la recombinasa RADS51 de S. cerevisiae. Esta
prediccion excluye los primeros 46 aminoacidos de EhRAD51 correspondientes
a la region rica en glutamatos. De acuerdo al modelo obtenido, usando el
programa Pymol PBD, el dominio N-terminal (ND) estd constituido por un
agregado de 5 a hélices (ol a a5) que va seguido por el dominio de
polimerizacion (PM). Por su parte, el dominio ATPasa (AD) de esta proteina
consiste de un nucleo que incluye 10 hojas B rodeadas por ambos lados de «
hélices (Fig. 27). El motivo Walker A o sitio de unién a ATP (P-loop) se
encuentra entre la hoja B1 y la hélice a8 y conserva dos residuos cataliticos
importantes (lisina 160 y treonina 160), que estan asociados a la
estabilizacién del i6n Mg** y al contacto con el fosfato y del ATP en la proteina
RADA de M. voltae. (Wu y cols., 2005). El motivo Walker B se localiza en la
hoja B4y esta precedido por un loop que corresponde a la regién de unién a
DNA de cadena sencilla de la familia RECA/RAD51. Ademés el loop 2 de
EhRADS1 esta constituido por dos cadenas pinterconetactas (B7y p8)tal y
como se presenta en la estructura del cristal de la RAD51 de levadura (Qian y
cols., 2006) y el ATP cap se halla localizado justamente debajo del sitio de
union a ATP o P-loop. Esta prediccion confirma que EhRADS51 posee las

caracteristicas estructurales y los dominios funcionales que distinguen a los
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miembros de la familia RECA/RADS1, lo que, a su vez, sugiere que podria

funcionar como una enzima recombinasa.
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Figura 27. Prediccion de la estructura terciaria de la proteina EhRAD51.

A. Modelo tridimensional tedrico de la recombinasa EhRAD51 mostrando el
dominio amino-terminal (ND) y el dominio ATPasa (AD), conectados por el
motivo de polimerizacion (PM).

B. Acercamiento de los motivos Walker A y B motif, mostrando los residuos
cataliticos conservados lisina (K160) y treonina (T160). El ATP cap también se
representa en proximidad con una molécula de ATP.

C. Acercamiento del motivo de polimerizacion (PM) y de sus residuos
conservados.

Los dominios han sido resaltados en diferentes colores: PM en violeta, Walker
A en rojo, Walker B en verde, ATP cap en azul, Loop 1 en amarillo y Loop 2 en
purpura.
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7. La expresion del mensajero del gen Ehrad51 estd regulada en las
fases del ciclo celular

Con el objetivo de indagar acerca del posible papel de EhRAD51 en procesos
relacionados con la replicacion del DNA vy el ciclo celular, por medio de
ensayos de RT-PCR, se evalud la expresion del gen ehrad51 en trofozoitos de
la clona L6 sincronizados en las diferentes fases del ciclo celular con colchicina
(Orozco y cols, 1988). Los resultados obtenidos se reflejan en la figura 28 y
muestran que ehrad51 aparentemente no se transcribe en la fase M, aunque
no podemos descartar que sus niveles sean demasiado bajos para ser
detectados por esta metodologia. Por otro lado, durante la fase S del ciclo
celular la expresiéon del mensajero del gen fue 2 y 2.6 veces mayor con
relacion a las fases G1 y G2, respectivamente. Como control se amplifico el
gen actina en todas las condiciones evaluadas y practicamente no se observd
cambios en sus niveles de transcritos durante el ciclo celular. Estos hallazgos
muestran que la expresion del mensajero del gen Ehrad51 estd siendo

regulada durante la progresion del ciclo celular.
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Figura 28. Perfil de expresion de los RNA mensajeros del gen Ehrad51 en las
diferentes fases del ciclo celular.

A. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 6% tefiido con bromuro de etidio
mostrando los productos de RT-PCR para el gen Ehrad51 amplificados a partir
de cDNA preparado de trofozoitos sincronizados en las diferentes fases del
ciclo celular. Como control de carga se amplificé actina bajo las mismas
condiciones. Las cabezas de flecha sefialan la longitud de los respectivos
amplicones (pb)

B. Analisis densitométrico de los productos de las RT-PCR mostrados en el
panel A. Los pixeles correspondientes al amplicén control actina fueron
tomados como 100%. Los datos grafican los valores promedio de tres
experimentos independientes.
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8. Clonacion del gen Ehrad51 en el vector de expresion PRSET A

A partir de DNA total de trofozoitos y usando oligonucléotidos especificos con
sitios de restriccion para las enzimas BamHI y HindIII (ver estrategia
experimental), se amplifico un fragmento que contiene el gen FEhrad51
completo de 1098 pb asi como 6 pb rio arriba del sitio de inicio de la
traduccion (ATG) y 240 pb la regidén UTR (Fig. 29 A). El amplicén obtenido de
1.34 kb, conteniendo el marco de lectura abierto con homologia a la
recombinasa EARADS51, se purificd y se ligd al plasmido pRSET-A previamente
linearizado con las enzimas de restriccion BamHI y HindIII. Con esta
construccion se transformaron células competentes E. coli DH5a y se
seleccionaron 12 colonias como candidatas para la insercion del gen
heterdlogo. Se propicié el crecimiento de las colonias en medio liquido y se les
extrajo el DNA plasmidico, el cual se sometidé a una doble digestién con las
enzimas BamHI y HindIIl. Los productos obtenidos fueron analizados en un
gel de agarosa al 1% que se tifid con bromuro de etidio (Fig. 29 B). Las 12
clonas candidatas contenian el plasmido recombinante ya que fueron capaces
de liberar el fragmento esperado de 1.34 Kb. La construccion de la clona 1 se
selecciond para secuenciacion automatizada usando oligonucledtidos
especificos para el vector y siguiendo la metodologia ya descrita. En la figura
30 se muestra una parte del electroferograma donde se localizd sobre la

secuencia (flecha) el inicio del gen Ehrad51 de 1,098 pb.
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Figura 29. Clonacion del gen Ehrad51 en el plasmido PRSET-A.

A. Representacion esquematica del fragmento clonado en el vector pRSET-A
que contiene el gen Ehrad51 completo de 1098 pb asi como 6 pb rio arriba del
ATG y 240 pb de la region UTR.

B. Gel de agarosa al 1% mostrando los productos de digestion con las
enzimas BamHI y HindIII del DNA plasmidico obtenido de las clonas
candidatas. La cabeza de flecha sefiala el inserto liberado correspondiente al

fragmento de 1.34 kb conteniendo al gen Ehrad51 en todas las clonas
analizadas.
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Figura 30. Electroferograma de la secuenciacion del gen Ehrad51.

La construccion pRSET-Ehrad51 de la clona 1 se secuencié por electroforesis
capilar en un secuenciador automatico ABI PRISM. La secuencia dentro del
recuadro rojo alinea con el oligonucleétido S-Ehrad51 que se utilizé para
amplificar el inserto por PCR.

La flecha roja sefala el codon ATG que codifica para la metionina inicial.
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9. Induccion de la expresién de la proteina recombinante EhRAD51 en
E. coli.

Para inducir la expresidn de la proteina recombinante rEhRAD51-6xHis, se
transformaron bacterias E. coli competentes de la cepa BL21(DE3)pLysS con el
plasmido pRSET-Ehrad51. Una colonia seleccionada de las placas de LB
ampicilina/cloranfenicol se cultivd en medio 2TYI liquido suplementado con
ampicilina y cloranfenicol. Cuando el cultivo celular alcanzé una D.O entre 0.6
y 0.8 se afiadid el inductor IPTG a una concentracion final de 1mM, y se
propicio el crecimiento de las bacterias a tiempos de 1, 3 y O/N. Los extractos
proteicos correspondientes a cada condicion fueron corridos en geles de
poliacrilamida al 10 % y las proteinas fueron visualizadas por tincion con azul
de Coomasie (Fig. 31 A). En los carriles 2, 3 y 4 correspondientes a los tres
diferentes tiempos de induccion se observa el enriquecimiento de una proteina
de peso molecular 47 kDa, que corresponde al peso esperado para la proteina
rERRADS1 fusionada a la etiqueta de histidinas. La identidad de dicha proteina
fue corroborada por ensayos de Western Blot, usando un anticuerpo
monoclonal anti-6His, que fue capaz de reconocer a la proteina de 47 kDa sélo
en los extractos inducidos (Fig. 31 B). La solubilidad de la proteina
recombinante fue evaluada y se determind que ésta se expresa
mayoritariamente en la fraccion soluble de las proteinas bacterianas. Para
ensayos subsecuentes se reprodujo el protocolo realizando la induccion O/N,

debido a que bajo estas condiciones se logré un mayor rendimiento.
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Figura 31. Induccidon de la expresion de la proteina recombinante en bacterias
BL21(DE3)pLysS.

A. Gel de SDS poliacrilamida al 10 % tefiido con azul de Coomasie mostrando
el corrimiento electroforético de:

carril 1, marcadores de peso molecular;

carril 2, extractos de bacterias no inducidas;

carril 3, extractos de bacterias inducidas con IPTG durante 1 hora;

carril 4, extractos de bacterias inducidas con IPTG durante 3 hy

carril 5, extractos de bacterias inducidas con IPTG O/N.

B. Ensayo de Western Blot usando un anticuerpo monoclonal anti-6His en
extractos de bacterias no inducidos (carril 1) e inducidos O/N (carril 2).
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10. Purificacion de la proteina recombinante EhNRAD51

El polipétido recombinante ERRADS51 expresado como proteina de fusidn a la
etiqueta de histidinas fue purificado por cromatografia de afinidad usando una
resina de Niquel-NTA. Se emplearon tanto condiciones nativas como
desnaturalizantes (Fig. 32 A). En las fracciones de elusién, donde se recuperd
a la proteina en cuestion, fueron encontradas, minoritariamente, proteinas
bacterianas contaminantes que, probablemente, presentaron afinidad por la
columna de Niquel-NTA.

La purificacion bajo condiciones desnaturalizantes permitié obtener mayor
rendimiento en cuanto a cantidad del polipéptido rEhRAD51. Las fracciones de
elucion bajo estas condiciones fueron purificadas cortando la banda de 47 kDa
en un gel preparativo de SDS y poliacrilamida al 10 % (Fig. 31 B). La proteina
de 47 kDa fue electroeluida de la matriz del gel, cuantificada y, su identidad
fue corroborada mediante un ensayo de Western Blot usando el anticuerpo
monoclonal anti-6His (Fig. 32 C). Posteriormente, la proteina rEhRADS51
desnaturalizada se usé como antigeno en el protocolo de inmunizacién llevado
a cabo en conejo con el objetivo de obtener anticuerpos policlonales
especificos.

La purificacion bajo condiciones nativas permitié obtener fracciones de elucién
enriquecidas en rEhRADS1 funcional, que fueron usadas para los ensayos de

union al DNA y de apareamiento entre cadenas de DNA homdlogas in vitro.
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Figura 32. Purificacion de la proteina
rEnRADS51.

A. Gel de SDS poliacrilamida al 10 %
tefiido con azul de Coomasie:

carril 1, marcadores de peso molecular;
carril 2, extractos de Dbacterias no
inducidas; carril 3, extractos de bacterias
inducidas con IPTG O/N;

carril 4, lavado;

carriles del 5 al 7, fracciones de elucién de
la proteina rEhRADS51.

B. Gel preparativo de SDS y poliacrilamida
al 10 % mostrando la banda de 47 kDa
correspondiente a la proteina rEhRADS51.

C. Comprobacion de la identidad de la
proteina purificada. Electroforesis en gel de
poliacrilamida de la proteina purificada:
carril 1, marcadores de peso molecular;
carril 2, proteina purificada; carril 3,
Ensayo de Westen Blot para la proteina
purificada EhRAD51 de 47 kDa usando el
anticuerpo anti-6His.
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11. Inmunodetecccion de la proteina endégena EhRAD51

Para evaluar la expresion de la proteina EnRADS51 enddgena fueron realizados
ensayos de Western Blot, usando los anticuerpos policlonales anti-rEHRAD51 vy
extractos enriquecidos con proteinas citoplasmicas y nucleares de trofozoitos
no irradiados e irradiados con luz UV-C. Fueron detectados niveles muy bajos
de expresion de la proteina EhRAD51 en la fraccidon citopldsmica de los
trofozoitos no irradiados (Fig. 33, panel superior, carril 1), y no se observd
sefal en los extractos nucleares preparados con trofozoitos preparados bajo
esta misma condicion (Fig. 33, panel superior, carril 2). Por otra parte, los
anticuerpos detectaron a la proteina esperada de 41 kDa en los extractos
citopldsmicos obtenidos 30 min después del dafio genotdxico, pero
sorpresivamente, esta misma proteina no se detecta en los extractos nucleares
de estos trofozoitos (Fig. 33, panel superior, carriles 3 y 4). Ademas,
interesantemente, los anticuerpos reconocieron, tanto en la fraccidon
citoplasmica como en la nuclear de trofozoitos irradiados, una proteina de 46
kDa que podria corresponder a la EhRAD51 de 41 KDa modificada
postraduccionalmente. Como control de la integridad de los extractos proteicos
se realizaron ensayos utilizando anticuerpos anti-EhPAP. Por otro lado, como
control del fraccionamiento celular se emplearon anticuerpos anti-actina (Fig.
33, paneles intermedio e inferior). Estos hallaigos muestran que la proteina
EhRADS1 se indujo tanto en citoplasma como en nlcleo en respuesta al dafio

genotodxico inducido por la radiaciéon UV-C.
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No UV-C Uv-Cc
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Figura 33. Inmunodeteccion de la proteina endégena EhRADS51 por Western
Blot usando los anticuerpos policlonales anti-EhRADS51.

CE, extractos citoplasmicos; NE, extractos nucleares.

Carriles 1 y 2, trofozoitos no irradiados,

carriles 3 y 4, trofozoitos irradiados y cosechados 30 min después del
tratamiento con luz UV-C.

En el panel superior se presenta la inmunodetecciéon usando el anticuerpo anti-
EhRADS51 donde la cabeza de flecha indica la presencia de la proteina de 41
kDa y el asterisco la de la proteina de 46 kDa. En los paneles intermedio e
inferior se muestra los controles respectivos usando anticuerpos anti-EhPAP y
anti-actina.
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12. Inmunolocalizacion de la proteina EhRAD51

Con el objetivo de ahondar més acerca de la expresidén y la funcién de la
proteina EhRADS1, se investigd su localizacién subcelular mediante ensayos de
inmunofluorescencia, usando Microscopia confocal laser. La figura 34 resume
los hallazgos encontrados. En concordancia con los ensayos de Western Blot
previamente descritos, EhRAD51 se detecté a muy bajos niveles en el citosol
de los trofozoitos no irradiados (Fig.34, A-D), mientras que 30 min después del
dafio genotdxico se hizo evidente una acumulacién dramética de dicha proteina
en este compartimiento. Interesantemente, también se observd una
distribucion dispersa de EhRAD51 en el nlcleo, formando las tipicas
estructuras conocidas como foci donde se superpone la sefial del canal verde
(FITC) con el canal rojo (PI), que se visualizan como puntos amarillos (Fig 34,
E-H). Tres h después, la sefial citopldsmica disminuyd; sin embargo las
estructuras nucleares tipo foci aparecen incrementadas (Fig. 34, I-L). Por el
contrario, a las 12 h, tanto la sefal de la deteccion de EhRAD51 en el ntcleo
como en el citosol fueron muy débiles, siendo los foci realmente escasos (Fig.
34, M-P). Se realizd la cuantificacién de los foci para cada condicidn evaluada
mediante analisis estadistico y se encontrd que alrededor del 60 % de las
células contenia al menos un focus a los 30 min después del dafio genotdxico y
que este porcentaje se redujo a la mitad a las 3 h, hasta hacerse infimo a las
120 (Fig. 35).

Estos resultados confirman que la proteina ERRAD51 se sobreexpresa luego de
inducir dafio genotéxico al DNA por irradiaciéon con luz UV-C y sugieren que

ésta se redistribuye al ndcleo durante las 3 primeras h luego del tratamiento.
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Figura 34. Localizacidon subcelular de EhRRAD51 en trofozoitos no irradiados
(No UV-C) e irradiados (UV-C) luego de 30 min, 3 y 12 h del tratamiento.
Las células fueron incubadas con el anticuerpo anti-rEhRAD51, tratadas con
un anticuerpo secundario acoplado a FITC y el DNA fue contrastado con PI.
A, E, I y M, canal verde (FITC);

B, F, J y N, canal rojo (PI);

C, G, Ky 0, imagines superpuestas de ambos canales;

D, H, L y P, magnificaciones de la célula enmarcada en los recuadros
blancos que aparecen en los paneles C, G, Ky O.
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Figura 35. Porcentaje de células positivas para foci de EhRADS1 en
trofozoitos no irradiados (No UV) e irradiados (UV-C) luego de 30 min, 3y
12 h del tratamiento.

El porcentaje de los trofozoitos positivos para la presencia de, al menos un
foci, fue calculado tomando en cuenta 50 células para cada condicién y los
datos representan la media de tres experimentos diferentes. ‘
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13. Evaluacion de la actividad de unién al DNA de la proteina
rEhRAD5S1

El analisis in silico de la secuencia aminoacidica de EhRADS1 puso en
evidencia la presencia de dos dominios putativos de unién al DNA. Para
verificar que EhRADS1 es una proteina capaz de unir al DNA, fueron
realizados ensayos de unidén al DNA usando cantidades crecientes de la
proteina rEhRADS1 parcialmente purificada bajo condiciones nativas y una
concentracion fija de un fragmento de DNA de cadena sencilla (50 pb
ssDNA) o de un fragmento de DNA de doble cadena (270 pb dsDNA);
ambos sustratos fueron previamente marcados con radioactividad. Para
descartar que las proteinas contaminantes de E. coli, presentes en la
fraccion semipurificada de EhRADS1, estén interactuando con las sondas de
DNA, se disefid un ensayo control que consistid en reproducir el
experimento utilizando la fraccién de elucidon correspondiente a una
purificacion simulada de la proteina recombinante, a partir de extractos
proteicos de bacterias E. coli no transformadas. Los resultados obtenidos
muestran que la incubacién de rEnRADS51 con ambas sondas de DNA indujo
la formacion de cinco complejos DNA-proteina (C;-Cy). Esto sugiere que
coexisten poblaciones alternativas de protémeros de EhRADS51 asociados a
las sondas de DNA (Fig. 36 A y B, carriles del 2 al 4). El complejo ssDNA-
proteina de mayor migracién C;, que también se formé en el ensayo control
respectivo, fue considerado inespecifico y, por consiguiente, fue descartado
(Fig. 36 A, carriles 5 y 6). Por otro lado, no se observd la formacion de
ningln complejo en el ensayo control para la sonda de doble cadena (Fig.

36 B, carriles del 5 al 7).
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Figura 36. Ensayos de union al DNA in vitro para la proteina rEhRADS1.

A. Formacién de complejos DNA-proteina con la sonda de cadena sencilla
50 pb ssDNA. Carril 1, sonda libre, carriles del 2 al 4, cantidades crecientes
de rEhRADS51 (2.5, 5y 7.5 ug, respectivamente); carriles del 5 al 7, sonda
de cadena sencilla incubada con cantidades equivalentes de proteinas
eluidas durante la purificacion simulada en bacterias E. coli no
transformadas.

B. Formacion de complejos DNA-proteina con la sonda de cadena doble 270
pb dssDNA. Carril 1, sonda libre, carriles del 2 al 4, cantidades crecientes de
rEhRADS51 (2.5, 5y 7.5 ug, respectivamente); carriles del 5 al 7, sonda de
cadena doble incubada con cantidades equivalentes de proteinas eluidas
durante la purificacion simulada en bacterias E. coli no transformadas. Los
complejos DNA-proteina formados son sefialados con cabezas de flecha (C;
to Cv)
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De manera particular, la abundancia de los complejos DNA-proteina de baja
migracion se vio incrementada en presencia de las cantidades mas elevadas
de la proteina rEhRADS1 (Fig. 36 Ay B, carriles del 2 al 4).

Estos resultados demuestran que la proteina rEhRAD51 es capaz de unir,
eficientemente, tanto DNA de cadena sencilla como de doble cadena in

vitro.

14. Evaluacion de la actividad de apareamiento entre cadenas de
DNA homélogas para la proteina rEhRAD51

Con el objetivo de evaluar la funcion de apareamiento entre cadenas de
DNA homodlogas catalizada por la proteina rEhRADS1 se realizd el ensayo de
D-loop descrito en la Estrategia »Experimental. Los resultados revelan que
rEhRADS1 fue capaz de retardar la movilidad electroforética de la sonda de
cadena sencilla marcada radiactivamente, incubada con el pldasmido de
doble cadena circular (Fig. 37 A, carriles del 2 al 4). Esto indica que dicha
proteina es capaz de catalizar la transferencia entre una cadena sencilla
ssDNA y su homodlogo de doble cadena formando una estructura hibrida
caracteristica conocida como D-loop, la cual tiene una movilidad
electroforética reducida. Como era de esperar, la estructura D-loop no se
observé en ausencia de la proteina rEhRADS1 (Fig. 37 A, carril 1). La
especificidad del D-loop se confirmé con dos ensayos control; el primero
incubando la proteina y la sonda marcada ssDNA en ausencia del plasmido
dsDNA homoélogo (Fig. 37 A, carril 5) y el segundo sustituyendo el pldsmido
homdlogo por uno heterdlogo no relacionado, en ambos ensayos no se
observo sefial alguna correspondiente a la formacién del D-loop (Fig. 37 A,

carril 6). Por otro lado, la formacién de la estructura D-loop se vio
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favorecida a mayores cantidades de rERRADS51. El andlisis densitométrico de
estos productos radioactivos evidencidé que la estructura D-loop formada
cuando se utilizé 7.5 pg de rEhRADS1 fue 3.6 veces y 1.7 veces mas
abundante respecto a cuando se incub6 con 2.5 pug y 5 pg de la misma
proteina (Fig. 37 B). Estos datos demuestran que la proteina EARADS1 es
capaz de catalizar el apéreamiento e intercambio entre cadenas de DNA
homdlogas in vitro, reaccién fundamental para llevar a cabo la reparacion

del DNA por recombinacién homéloga.
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Figura 37. Ensayo de formacion del D-loop catalizado por la proteina
rEhRADS1.

A. Reacciones conteniendo el oligonucledtido de cadena sencilla marcado
radiactivamente, un plasmido homdlogo circular dsDNA y 0, 2.5, 5y 7.5 ug
de la proteina rEhRADS1 (carriles del 1 al 4). Los controles negativos fueron
realizados en ausencia del plasmido homdlogo dsDNA (carril 5) y con un
plasmido heterdlogo no relacionado (carril 6), ambos usando 7.5 pg de
EhRADS1.

B. Analisis densitométrico de los productos D-loop obtenidos.
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V. DISCUSION

La unidn de extremos no homdlogos, también conocida como recombinacion
no homodloga, constituye el mecanismo principal para reparar las rupturas
de la doble cadena del DNA en eucariontes superiores. Sin embargo en
eucariontes inferiores, la recombinacion homdloga predomina como evento
subsanador de este tipo de lesiones (Bhattacharyya y cols., 2004). La gran
cantidad de DNA repetitivo presente en los parasitos protozoarios, como lo
es E. histolytica, sugiere que el genoma de estos organismos es
pbtencialmente recombinogénico. El estudio de los procesos relacionados
con la recombinacion homdloga en E. histolytica debe contribuir a
profundizar en el conocimiento de la genética de los trofozoitos, asi como de
los procesos de variabilidad de la virulencia ligados a los mecanismos de
reparacion del DNA.

Aqui se desarrolld un modelo de irradiacion con luz UV-C a 254 nm, que
induce dafo al DNA en los trofozoitos de E. histolytica y activa las rutas de
reparacion del DNA. La dosis de irradiacidn usada (150 J/m?) asi como el
tiempo (8 seg) fueron determinados como condiciones no letales para las
células. La irradiacién con luz UV ha sido usada exitosamente como inductor
de DSBs en otros organismos, como levadura (Birrell y cols., 2002), ratén
(Garinis y cols., 2005), protozoo (Campbell y Romero, 1998) y bacterias
(McCready, 2005). Asimismo, diversos estudios demuestran que la
irradiacion con luz ultravioleta induce directamente la formacion de dimeros
de pirimidina, los cuales son la principal fuente de DSBs inducidas por este
tipo de tratamiento. Estos dimeros de ciclobutano pueden ser reparados por

el mecanismo de reparacién por escincidon de nucledtidos (NER) en el
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humano, mientras que las DSBs son eliminadas por recombinacion
homologa en eucariontes inferiores (Bhattacharyya y cols, 2004).

Previo a este estudio ya se habia reportado que E. histolytica posee dos
genes Ehh2ax homologos al gen h2ax de humano (Sullivan, Jr. y cols.,
2006). Los genes Ehh2ax parecen haber reemplazado a aquel que codifica
para la proteina canonica H2A descrita en otros organismos. El mismo
fendmeno ocurre para las histonas de Giardia lamblia y T. vaginalig, lo cual
sugiere que este es un evento comun en protozoarios. El motivo SQ,
fosforilable luego de que se produce una DSB, es totalmente exclusivo de
las histonas H2AX; de hecho su presencia las distingue de las H2A, H2B,
H1, H3 y H4.

Nuestros hallazgos evidencian la fosforilacion temprana de la histona H2AX
de E. histolytica luego de la irradiacién con luz UV-C. Estos resultados son
congruentes con la generacion de las DSBs en el DNA y sugieren que tanto
el remodelaje de la cromatina, como el reclutamiento de las enzimas
modificadoras de las histonas, podrian ocurrir en este parasito tal y como se
ha observado en otros sistemas eucariontes (Chen y cols., 2000).
Asimismo, el hecho de que la sobrevivencia de los trofozoitos de E..
histolytica no haya sido afectada con el tratamiento genotdxico, indica la
existencia y activacion de mecanismos de restauracién de la integridad del
DNA. Para apoyar nuestros datos, la presencia de las DSBs fue evaluada a
través del ensayo Cometa o electroforesis en una célula Gnica en su versién
neutra. Esta metodologia es ampliamente usada para medir el dafio al DNA
y la reparaciéon del mismo.

Mediante una busqueda en el banco de datos del genoma de E. histolytica,

se encontré que este patdgeno contiene genes que codifican para los
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miembros putativos del grupo de epistasis Ehrad52. Dado al lugar que
ocupa este protista en la escala filogenética eucarionte, el grupo de
epistasis EhRAD52 posee elevada similitud con proteinas homoélogas de
diferentes organismos, como plantas, mamiferos y otros parasitos
protozoarios.

Fueron hallados dos genes homdlogos para Ehrad52, cuyos productos
fueron identificados como EhRADS52 y EhRAD59 (también Ilamado
EhRADS52/22 en la base de datos Pathema como se indica en la Tabla 4).
Tal y como ocurre en levadura, la proteina EhRAD59 es homdloga al C-
terminal de EhRADS2.

Los ensayos de RT-PCR semicuantitativos fueron estandarizados con el
objetivo de detectar cambios significativos en los niveles de expresion de
los RNAm para cada gen evaluado antes y a diferentes tiempos después del
tratamiento genotdxico. Nuestros resultados fueron reproducibles y nos
permitieron evaluar el perfil transcripcional del grupo de epistasis Ehrad52,
en respuesta al dafio al DNA en E. histolytica. Estos datos evidenciaron una
expresion diferencial de los genes del grupo de epistasis rad52 antes y
después de la induccidon de DSBs en el genoma de este protozoario. Algunos
genes (Ehnbsl1, Ehrad54 y Ehrad59) fueron regulados negativamente luego
del dafio genotdxico, otros (Ehmrell, Ehrad51, Ehrad51-C y Ehrad52), por
el contrario, fueron regulados de manera positiva a diferentes tiempos
después de la irradiacion con luz UV-C. Distintivamente, los niveles de
mensajero para Ehrad50 fluctuaron de manera variante, sugiriendo una
respuesta transcripcional compleja. Por otra parte, el gen Ehrad54b no
parece transcribirse bajo nuestras condiciones experimentales. Tanto en

humano como en levadura, RAD54 y RAD54B son helicasas que participan
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en la formacion del DNA heterodiplex en el proceso de recombinacion
(Symington, 2002). Tal vez, la expresion del homdlogo Ehrad54 sea
suficiente para cubrir esta funcién en los trofozoitos, empero, se requiere
evaluar con mayor profundidad cémo el grupo de epistasis Ehrad52 se
expresa y regula en respuesta a dafio al DNA, para comprender estos
eventos en E. histolytica.

Las aparentes discrepancias en nuestros hallazgos sugieren que las enzimas
necesarias para reparar este tipo de lesiones en el DNA via recombinacién
homdloga en E. histolytica se encuentran en cantidades suficientes en las
células y que su regulacion pudiera estar ocurriendo a nivel post-
traduccional. Pareciese que la naturaleza y dinamica del panorama de la
reparacion de las lesiones producidas por agentes genotdxicos pueden ser
dificilmente inferidas mediante el analisis del perfil de expresion
transcripcional. De hecho, estudios similares a los nuestros han reportado y
demostrado que no existe una relacidn ni una coordinacién entre la
expresion de aquellos genes que se transcriben significativamente después
de diferentes tratamientos con agentes que dafian al DNA (radiacidn
ionizante, luz ultravioleta, cisplatina y H,0,) y los genes involucrados en
proteger a las células de la citotoxicidad causada por estos mismos agentes

(Chen y cols., 2000; Garinis y cols., 2005).

Ha sido ampliamente demostrado que las proteinas RAD51 son enzimas
clave en la reparacion del DNA por recombinacién homdloga tanto en
eucariontes inferiores como superiores (Chen y cols., 2000; Garinis y cols.,

2005; Thacker, 2005). Es por ello que nos enfocamos en el estudio y
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caracterizacion del gen Ehrad51 y su respectiva proteina RADS51 en E.

histolytica.

A pesar de que los cultivos axénicos de E. histolytica son considerados como
poblaciones heterogéneas de células poliploides multinucleadas, varios
estudios han demostrado la presencia de células en fase G1, S, G2y M en
los trofozoitos de diferentes clonas. En este trabajo, se usd células de la
clona L6 sincronizadas con colchicina en las diferentes fases del ciclo celular
y se mostré que la expresion del mensajero de Ehrad51 estd regulada en el
ciclo celular, siendo los niveles de transcritos elevados durante la fase S.
Tomando en consideracion que durante la replicacion del DNA se pueden
producir DSBs de manera espontanea, es posible que la proteina EhRAD51
pueda estar involucrada en la reparacion de este tipo de lesiones durante la
sintesis del DNA, cuando una cromatida hermana se encuentra disponible
como templado donador de la informacion. No obstante, el papel preciso de
EhRAD51 durante la replicacion en la fase S debe ser investigado mas a

fondo.

Por otro lado, en condiciones de dafio, los ensayos de RT-PCR,
interesantemente, mostraron que los niveles del mensajero de Ehrad51
fueron muy bajos en condiciones basales o No UV-C, mientras que 30 min
después del dafio genotdxico fueron 15 veces mas elevados y luego
disminuyeron a las 3 y 12 h, sugiriendo que la proteina EhRADS1 pudiera
estar participando en las etapas tempranas de la reparacion del DNA por
recombinacién homdloga. Una activacion transcripcional similar ha sido
reportada como caracteristica comun para los homdlogos recA/rad51 de

Tetrahymena thermophila y Halobacterium sp. (Campbell y Romero, 1998;
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McCready, 2005). En correspondencia con estos resultados, los ensayos de
Western blot mostraron un incremento drdstico en los niveles de la proteina
EhRADS1 tanto en el citoplasma como en el nlcleo de los trofozoitos
irradiados y cosechados 30 min después de que las rupturas al DNA fueran
generadas dentro del genoma de E. histolytica. La especificidad de los
anticuerpos  policlonales generados en conejo fue demostrada
oportunamente, con el objetivo de descartar que éstos presentaran reaccién
cruzada con proteinas inespecificas. En consecuencia, el hecho que dichos
anticuerpos reconocieran a la proteina de 46 kDa nos permite sugerir que
ésta se trate de una EhRAD51 modificada y especular que alguna regulacion
postraduccional de la enzima citopldsmica pudiera ser necesaria para su
translocacién al ntcleo, donde efectivamente se lleva a cabo la reparacién
del DNA. Ademas, tomando en consideracién que la secuencia de EhRRAD51
carece de una sefial consenso de localizacién nuclear, otra posibilidad
pudiera ser que EhRADS1 requiera asociarse o interactuar con otra u otras
proteinas para ser transportada al interior del ndcleo. Sin embargo, se
requiere del disefio y desarrollo de ensayos adicionales para corroborar

estas hipdtesis.

Por medio de Microscopia confocal laser, fueron observados sitios puntuales
de localizacion de la proteina EhRADS1, dispersos en el nlcleo de los
trofozoitos irradiados y cosechados después de los 30 min y 3 h. La
presencia de estas estructuras tipo foci correlaciona con el grado de
fragmentacién del DNA observado por inmunomarcaje de los sitios de
incorporacién para el BrdUTP en el ensayo de TUNEL y concuerda, ademads,

con el patrén de corrida del DNA observado en la electroforesis en célula
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Unica o COMETA. Ademas, como el tratamiento con luz UV-C realmente no
afectd la viabilidad de los trofozoitos, resulta tentador sugerir que,
probablemente, fueron activados mecanismos de reparacion del DNA para
restaurar la integridad del genoma tras el estimulo genotodxico.

El andlisis in silico de la secuencia de la proteina EnRADS51 predijo que ésta
posee todos los motivos estructurales y funcionales que son importantes
para la actividad recombinasa. Con vistas a demostrar experimentalmente
su funcion, se llevd a cabo la caracterizacion basica de EhRADS1 in vitro.
Las propiedades funcionales de EnRAD51 fueron similares a las previamente
reportadas para otras proteinas RAD51 homodlogas (Haaf y cols., 1995, Kant
y cols., 2005, Tombline y cols., 2002). EhRAD51 fue capaz de unir los
sustratos ssDNA y dsDNA en presencia de ATP y Mg?". La aparicion de
varios complejos rEnRAD51-DNA podria deberse a diferente ndimero de
moléculas de rEhRADS51 unidas a las sondas ssDNA o dsDNA. Por ultimo,
rEhRAD51 promovié el apareamiento especifico entre cadenas de DNA
homdlogas formando la estructura D-loop, lo cual demuestra que tiene
actividad recombinasa.

Basandonos en el analisis integral de los resultados obtenidos, se propone
un modelo de trabajo para la reparacion de DSBs dependiente de la
recombinasa EhRADS51 (Fig. 38). Cuando una DSB se genera en el genoma
de E. histolytica, la(s) histona(s) EhH2AX son fosforiladas, lo cual podria
inducir remodelacién de la cromatina y acumulacién de las proteinas del
grupo de epistasis EhRADS2 en los sitios de dafio. Nosotros observamos la
relocalizacién de EhRAD51 en los foci de reparacion nucleares, donde

probablemente estén mediando el apareamiento e intercambio entre
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cadenas de DNA homologas, necesarios para restaurar la integridad del
genoma.

Como se sefialaba en la introduccién de este trabajo, es factible que la
proteina RAD51 de E. histolytica y el mecanismo de reparacion del DNA por
recombinacién homéloga jueguen un papel crucial en los rearreglos que
ocurren de manera natural a nivel de genoma. Inclusive, resultaria
ciertamente atrayente evaluar la contribucién de estos procesos en los
frecuentes cambios de ploidia y en los eventos de amplificacién génica no
programada y duplicacion de genes, observados en E. histolytica (Zaki y
Clark, 2000; Baez-Camargo y cols., 1996). Nuestro siguiente reto
vislumbrara el estudio y andlisis de la recombinacién homéloga in vivo en E.
histolytica y el papel potencial de la recombinasa EhRAD51 en la dindmica

de este parasito.
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Figura 38. Modelo hipotético para el mecanismo de reparacién de DSBs en E. histolytica.

Cuando una DSB es introducida en el genoma de E. histolytica por accién de la irradiacién con luz UV-C, EhH2AX es
fosforilada. Esta sefial probablemente induce remodelacién de la cromatina y permite el reclutamiento de las proteinas del
grupo de epistasis EhRAD52 a los sitios de dafo. Notablemente la recombinasa EhRADS51 se relocaliza en los nucleos
formando foci de reparacion que le permitan mediar el apareamiento e intercambio entre cadenas de DNA homdlogas con
vistas a restaurar la integridad del genoma.
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VI. CONCLUSIONES

El genoma de E. histolytica contiene la mayoria de los genes
relacionados al grupo de epistasis rad52, los cuales se expresan de manera
diferencial cuando se generan rupturas de doble cadena en el DNA de los

trofozoitos irradiados con luz UV-C.

En respuesta a dicho dafo, se induce la expresion del gen Ehrad51 y de
la proteina EnRADS1, la cual se relocaliza en estructuras nucleares tipo foci de

reparacion.
La expresion del mensajero del gen Ehrad51 se regula durante la
progresion del ciclo celular, siendo los niveles de transcritos particularmente

elevados durante la fase S.

Los ensayos funcionales realizados con la proteina rEhRADS1

demuestran que ésta posee actividad recombinasa in vitro.
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VII. APENDICE

1. Soluciones

Acrilamida 30% (1 litro)

Azul de Coomassie (100 ml)

Buffer de corrida para proteinas
en condiciones desnaturalizantes
1X (1 litro)

Buffer de muestra 2X para
proteinas (10 ml)

Buffer de muestra 6X para DNA

Buffer de transferencia 1X para
proteinas (1 litro)

CaCl; 1M (1 litro)

DTT 1M (100 ml)

EDTA 0.5M a pH 8 (100 ml)

290 g Acrilamida

10 g Bis-acrilamida

Disolver en 60 ml de H,O a 37°C,
aforar,filtrar y guardar en frasco ambar a
4°C.

0.29 g Azul de Coomassie

Disolver con agitacion en 90 ml de solucién
v:v Metanol: H,0 y afadir 10 ml de acido
acético glacial

Filtrar con papel Whatman

100 ml Tris-glicina 10X
10 mI SDS 10%
Aforar con H,0

2.5.ml Tris-HCI 100 mM pH 63.8

4 ml SDS 10 %

2 ml Glicerol

200 WIDTT 1 M

0.1 mg Azul de bromofenol
Disolver agitando en 10 ml de H,0,
alicuotar y guarder a TA

0.25 %Bromofenol azul
0.25 % Xylene cyanol FF
15%Ficol 400

100 ml Tris-glicina 10X
200 ml Metanol
Aforar con ddH,0

147 g CaCl,
Disolver y guardar a TA

15.45 g DTT .
Aforar con ddH,0, alicuotar y guardar a -
20°C

18.612 g EDTA
Disolver en H,0, aforar, ajustar pH con

143



EGTA 100 mM (50 ml)

Hepes 1M a pH 7.9 (50 ml)

Medio de cultivo TYI-S 33 (1 litro)

Medio de cultivo LB (1 litro)

NaCl 4 M (50 ml)

PBS 1X a pH 7.4(1 litro)

PBS-Tween

PSA 10% (10 ml)

Reactivo de Bradford (500 ml)
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Lopez-Casamichana M.
Posgrado en Ciencias Gendmicas-UACM

NaOH 10M, guardar a TA

0.1926 g EGTA
Disolver en H,0

11.915 g Hepes
Disolver en H,0, ajustar pH

30 g Biosate

9 g Glucosa

2 g NaCl

0.6 g KH,PO,

1.63 g K; HPO,3H ;0

1.25 g L-cisteina

0.25 g Acido ascorbico

Aforar a 870 ml y ajustar el pH a 6.8.
Completar el medio con 2% de suero
bovino con y una mezcla de antibidticos
(1.2 U/ml de penicilina y 1.4 pg/ml de
estreptomicina)

10 g Triptona

5g extracto de levadura

10g NacCl

Disolver en H,0, ajustar pH a 7.5 con
NaOH , esterilizar por autoclave, guardar a
4°C

11.688 g NacCl
Disolver en H,0

8 g NaCl

0.2 g KClI

O4 1.44 gNayHP

0.254 g KH,PO4

Disolver y aforar con ddH,0, ajustar pH
con HClI, esterilizar por autoclave, guardar
a 4°C

100 ml PBS 1X
50 pl Tween 20
Disolver con agitacién suave

1g PSA
Disolver en 10 ml de H,0, alicuotar en
tubos eppendorf y guardar a -20°C

50 mg Azul de Coomassie G-250
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Rojo de Ponceu 0.1%

SDS 10% (1 litro)

Solucion destefiidora (100 ml)

SSC 20X a pH 7(1 litro)

TAE 50X (1 litro)

TBE 10X (1 litro)

Tris-Glicina 10X (1 litro)
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25 ml Etanol 100%

50 ml Acido fosforico 85 %

Disolver y aforar con ddH,O, filtrar con
papel Whatman y proteger de la luz.

Rojo de Ponceu 100 mg/ml

100 g SDS
Disolver en 900 ml de H,0, calentar a
68°C, aforar, alicuotar y guardar a TA

30 ml Etanol
10 ml Acido acético
Aforar con ddH,0

NaCl 173 g

Citrato de Na 88.22 g

Mezclar, disolver en 800 ml de ddH,0,
ajustar pH con HCI, aforar y guardar a TA

242 g Tris-Base

57.1 ml Acido acético glacial

100 ml EDTA 0.5 M (pH 8)

Mezclar, disolver en H,0, aforar y guardar
aTA

108 g Tris-Base

55 g Acido bdrico

40 m| EDTA 0.5 M (pH 8)

Mezclar, disolver en H,0, aforar y guardar
aTA

30 g Tris base

144 g Glicina
Disolver y aforar con H,O y guardar a TA
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VII. APENDICE

2. Publicaciones

Este trabajo de doctorado arrojo dos publicaciones cientificas que a

continuacion se anexan.
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Abstract

Background: In eukaryotic and prokaryotic cells, homologous recombination is an accurate mechanism to generate
genetic diversity, and it is also used to repair DNA double strand-breaks. RAD52 epistasis group genes involved in
recombinational DNA repair, including mre ! [, rad50, nsb I /xrs2, rad5 1, rad5 | c/rad57, rad5 | b/rad55, rad51d, xrcc2, xrec3,
rad52, rad54, rad54b/rdh54 and rad59 genes, have been studied in human and yeast cells. Notably, the RADSI
recombinase catalyses strand transfer between a broken DNA and its undamaged homologous strand, to allow damaged
region repair. In protozoan parasites, homologous recombination generating antigenic variation and genomic
rearrangements is responsible for virulence variation and drug resistance. However, in Entamoeba histolytica the
protozoan parasite responsible for human amoebiasis, DNA repair and homologous recombination mechanisms are still
unknown.

Results: In this paper, we initiated the study of the mechanism for DNA repair by homologous recombination in the
primitive eukaryote E. histolytica using UV-C (150 J/m2) irradiated trophozoites. DNA double strand-breaks were
evidenced in irradiated cells by TUNEL and comet assays and evaluation of the EhH2AX histone phosphorylation status.
In E. histolytica genome, we identified genes homologous to yeast and human RADS52 epistasis group genes involved in
DNA double strand-breaks repair by homologous recombination. Interestingly, the E. histolytica RADS52 epistasis group
related genes were differentially expressed before and after UV-C treatment. Next, we focused on the characterization
of the putative recombinase ERRADS I, which conserves the typical architecture of RECA/RADSI proteins. Specific
antibodies immunodetected ENRADS | protein in both nuclear and cytoplasmic compartments. Moreover, after DNA
damage, EhRADS| was located as typical nuclear foci-like structures in E. histolytica trophozoites. Purified recombinant
EhRADS | exhibited DNA binding and pairing activities and exchanging reactions between homologous strands in vitro.

Conclusion: E histolytica genome contains most of the RADS2 epistasis group related genes, which were differentially
expressed when DNA double strand-breaks were induced by UV-C irradiation. In response to DNA damage, ERRADS |
protein is overexpressed and relocalized in nuclear foci-like structures. Functional assays confirmed that ERRADS| is a
bonafide recombinase. These data provided the first insights about the potential roles of the E. histolytica RADS2 epistasis
group genes and EhRADSI protein function in DNA damage response of this ancient eukaryotic parasite.
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Background

Entamoeba histolytica, the protozoan causative of human
amoebiasis, has a world-wide distribution with a higher
prevalence in developing countries, affecting more than
50 million people each year | 1]. Trophozoites show a dra-
matic virulence variability that could be related to great
genome plasticity [2]. Frequent ploidy changes, unsched-
uled gene amplification and duplication have been
reported [3,4], and it has been largely assumed that these
processes are linked to genetic rearrangements, although
no direct experimental evidence has been provided yet.

In eukaryotic and prokaryotic cells, homologous recombi-
nation (HR) is an accurate mechanism to generate genetic
diversity. HR is also used by cells to properly repair the
DNA double strand-breaks (DSBs). Generally, this kind of
damage is produced by genotoxic agents or during cellular
processes like meiotic division, telomere maintenance,
and restoration of collapsed replication forks in the course
of DNA synthesis [5-7]. Cellular response to DNA DSBs
activates a complex network of proteins that transiently
arrests cell cycle and enhances DNA repair mechanisms.
Particularly, Saccharomyces cerevisiae H2A and Homo sapi-
ens H2AX histones are rapidly phosphorylated in the
chromatin micro-environment surrounding DNA DSBs,
inducing nucleosome remodeling to promote accumula-
tion of checkpoint and DNA repair proteins at these sites
[8]. In case of extreme DNA damage, cells are targeted to
apoptosis [9]. Additionally, HR is also a useful tool to ana-
lyze gene function by gene targeting and gene knock out
approaches [10].

Molecular genetics of HR DNA repair has been well pre-
served throughout evolution. RAD52 epistasis group
genes involved in DNA DSB repair, including mrell,
rad50, nsbl/xrs2, rad51, rad51c/rad57, rad51b/rad55,
rad51d, xrcc2, xrcc3, rad52, rad54, rad54b/rdh54 and rad59
genes, have been identified in human and yeast cells [11].
Pivotal protein in HR pathway is the RAD51 recombinase,
which catalyses strand transfer between a broken DNA
and its undamaged homologous strand, allowing dam-
aged region to be repaired [12]. Strand exchange reaction
is initiated by RAD51-coating of single-stranded DNA
(ssDNA) released from DSBs, to generate a nucleoprotein
filament. This active thread binds the intact double-
stranded DNA (dsDNA) substrate, searching and locating
homologous sequences, and promoting DNA strand
exchange in an ATP-dependent manner, forming a heter-
oduplex structure called D-loop [13]. After DNA damage,
RADS1 protein has been observed in nuclear complexes
forming discrete foci, which are considered as the recom-
binational DNA repair sites [14].

HR remains the predominant mechanism to repair DSBs
in lower eukaryotes [15]. RAD51 proteins have been iden-

http://www.biomedcentral.com/1471-2199/9/35

tified in Trypanosoma brucei and Plasmodium falciparum
parasites, which perform HR to switch the expression of
genes encoding surface membrane glycoproteins and gen-
erate antigenic variation [16-18]. Furthermore, recombi-
national rearrangements are responsible for amplification
of the multidrug resistance pfmdrl gene in P. falciparum
[19], demonstrating the relevance of HR to generate
genomic versatility and plasticity in protozoan parasites.

In this paper, we identified and analyzed the mRNA
expression profile of E. histolytica RADS2 epistasis group
related genes in response to DNA damage. Additionally,
we presented experimental evidence of EhRADS51 func-
tion as a recombinase, which suggest its potential role in
DNA damage response. These findings constitute the ini-
tial efforts to understand the DNA repair mechanism in E.
histolytica that will contribute to the further elucidation of
events regulating genome integrity and variability in this
early-branch protozoan.

Results

High dose of UV-C light induces DNA fragmentation in
trophozoites

It has been shown in a wide variety of cells that X-rays
exposure, UV irradiation and chemicals activate cellular
responses to DNA repair [20]. To initiate the study of the
mechanisms involved in DNA repair in E. histolytica, we
used UV-C light irradiation to induce DNA damage in tro-
phozoites. Our experiments showed that during the first
12 h after irradiation with 254 nm UV-C (150 J/m2), cell
survival was not significantly affected (Fig. 1A). Using the
same experimental conditions, we analyzed the presence
of 3'-hydroxyl DNA ends by TUNEL and FACS assays. In
untreated trophozoites, FACS analysis evidenced the pres-
ence of <1% TUNEL positive cells; meanwhile, 30 min
after treatment, 57.4 + 2.74% of UV-C irradiated cells
showed DNA fragmentation (Fig. 1B, upper panels). DNA
damage reduction was observed at 3, 6 and 12 h after
treatment (27.11 + 4.84, 8.79 + 3.36 and 0.77 £ 2.59%,
respectively). Propidium iodide stained cells were
checked under the fluorescence microscope to confirm
the absence of cytoplasmic stain (Fig. 1B, lower panels).

The comet assay (single-cell gel electrophoresis) is widely
used to measure DNA damage and repair. Results
obtained through neutral comet assay (Fig. 1C) confirmed
the induction of DSBs in trophozoites by UV-C treatment.
Typical comet-like structures were observed at 30 min and
3 h, while a reduction of the DNA tails was observed at 6
h after UV-C treatment. As expected, 12 h after the geno-
toxic insult, DNA migration was similar to the control
untreated cells (No UV-C). Taking altogether, these data
indicated that UV-C irradiation efficiently induced DNA
damage and consequently, repair mechanisms were acti-
vated to restore DNA integrity allowing cell survival.
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Figure |

Effect of UV-C irradiation on cell viability and DNA integrity of trophozoites. A. Growth curves of non-irradiated
and irradiated trophozoites (150 J/m? of UV-C light for 8 s). B. TUNEL assay and flow cytometry (FACS) assays of non-irradi-
ated (No UV-C) and irradiated (UV-C) trophozoites harvested at different times (30 min, 3, 6 and 12 h). Upper panels, histo-
grams show the DNA fragmentation percentage in fluorescence positive cells. The abscissa indicates fluorescence of propidium
iodide (Pl), and the ordinate indicates fluorescence of Alexa 488-labeled 3' ends of DNA. The number inside each histogram
denotes the percentage of fluorescence positive cells above the cut-off line. Lower panels, Pl-staining cells were checked in the
epifluorescence microscope to confirming the absence of cytoplasmic stain. Pl, propidum iodide, N, Nomanski optics. C. Neu-
tral comet assays of non-irradiated (No UV-C) and irradiated (UV-C) trophozoites harvested at different times (30 min, 3, 6
and 12 h). Electrophoretic migration of DNA was from left (anode) to right (cathode).

Early EhH2AX histone phosphorylation correlates with the the SQ motif at C terminus, producing yH2A and yH2AX,
presence of DNA DSBs respectively [21]. As in yeast, E. histolytica seems to have
DNA DSBs induce early phosphorylation of yeast H2A  replaced the canonical H2A with H2AX [22]. Two genes
(major H2A closer to mammalian H2AX) and human  (locus EHI_126210 and EHI_188960) that encode puta-
H2AX histones on a conserved serine residue located in  tive proteins with 55 and 57% identity (e-value 2e-27and
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2e-28) to yeast H2A and human H2AX histones, respec-
tively, were found in the E. histolytica genome. These genes
predict two 17.6 kDa conserved paralogous H2AX pro-
teins that share 93% identity. Notably, both contain the
H2AX exclusive SQ motif with the potentially phosphory-
lable serine residue (S156) (Fig. 2A).

Taking advantage of the high conservation between H.
sapiens and E. histolytica H2AX C-terminus, we performed
Western blot assays using the anti-human yH2AX anti-
body to detect serine-phosphorylated EhH2AX homo-
logues (YEhH2AX) in cytoplasmic (CE) and nuclear (NE)
extracts of trophozoites. Protein amount and integrity
were confirmed on Coomassie blue stained-gels (data not
shown). In NE from non-irradiated cells, we identified a
17-kDa weak band, which corresponds to the expected
molecular weight of yYEhH2AX histones (Fig. 2B, lane 2).
Interestingly, 10 min after UV-C irradiation, this band was
five-fold more intense, suggesting an increase in the
amount of nuclear yYEhH2AX, and 30 min after treatment
no band was found (Fig. 2B, lanes 4 and 6). However,
these assays did not allow us to distinguish whether one
or both EhH2AX proteins were phosphorylated. In con-
trast, no signals were observed in CE (Fig. 2B, lanes 1, 3
and 5). We used as an integrity control an anti-EhPAP
serum, which recognized the 63-kDa EhPAP protein [23]
in non-irradiated and irradiated trophozoites (Fig. 2B,

A

EhH2AX1
EhH2AX2
HsH2AX

EhH2AX1 LRSS GLOFPVARIHAALKKGRYGCEHINKMASVYLTAVIEYLVAEVLELAGGQA
EhH2AX2 RS GLOFPVARIHAALKKGRYGEHINKMASVYLTAVIEYLVAEVLELAGGOA
HSH2AX FRARNG L0 F PVERTHENRLE X ey YT NEAR Y v LEYA viBE Y LBA EFiL ELAGEEYA
EhH2AX1 NS KDFHKTRITPRHIQLAVRSDLELNDLLKDVTISYGGVFPNVPTAVNS KRR
EhH2AX2 I KDFHKTRITPREHIQLAVRSDLELNDLLKDVTISYGGVFPNVPTAVNS KEY
HSH2RX 72 RUNKLSQIITEEEILOIFNTIANVEBAIKIBAGGUESIA Q[[AYLIJUIQAVLLP{KS

ERH2AX1 149 -—=--eeooeo- GKKKPARSQVV|
EhHE2AX2 149 --vecwwcwea- GKKKPAESQVV
HsH2AX 122 SATVGPKAPAV{GSIAQARINEY

A

Figure 2
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middle panel). In addition, an anti-actin monoclonal
antibody, used as control for cell fractionation, strongly
detected the expected 42-kDa band in CE and a slight sig-
nal in NE, as expected for a major component of cytoskel-
eton (Fig. 2B, lower panel). These data showed that UV-C
irradiation of trophozoites is a useful model to generate
DNA DSBs and study DNA repair in E. histolytica.

E. histolytica genome contains RAD52 epistasis group
related genes

In order to investigate the presence of RAD52 epistasis
group related genes in E. histolytica genome, we surveyed
the parasite Pathema database (Table 1). We found
Ehmrell, Ehrad50 and Ehnbs1 genes, which could encode
the E. histolytica putative MRE11-RAD50-NBS1 protein
complex that functions as the primary sensor of DNA
DSBs in other organisms [9]. Both EhMREI11 and
EhRADS50 proteins exhibited 32 to 23% identities (e-val-
ues from 3e-49 to 9e-36) with S. cerevisiae and H. sapiens
orthologous proteins, respectively; whereas the EhNBS1
sequence appears to be more divergent (17 to 24% iden-
tity and e-values from 0.003 to 0.002). E. histolytica also
contains genes encoding the putative recombinase
EhRAD51 and its paralogous protein EhRADSIC.
EhRAD52, EhRADS54, EhRAD54B and EhRADS59
(EhRAD52/22 in Pathema database) predicted proteins
are also encoded in the E. histolytica genome. As in yeast,

B

No UV-C UV-C
10 min 30 min
CE NE

CE NE CE NE

= 4 EhyH2AX

L | 4 ENPAP

1 2 3 4 5 6

Identification and immunodetection of phosphorylated EnH2AX histones (fEhH2AX). A. Multiple sequence align-
ments of E. histolytica and H. sapiens H2AX histones sequences. Black boxes, identical residues; grey boxes, conserved substitu-
tions; open box, C-terminal SQ motif. Arrowhead denotes the potential phosphorylable serine residue (SI156). Numbers at left
are relative to the position of the initial methionine in each protein. B. Immunodetection of phosphorylated YEhH2AX
polypeptides by Western blot assays using anti-human YH2AX polyclonal antibody (upper panel). CE, cytoplasmic extracts; NE
nuclear extracts. Lanes | and 2, non-irradiated (No UV.C) trophozoites; lanes 3 and 4, irradiated trophozoites (10 min after
UV-C treatment); lanes 5 and 6, irradiated (UV-C) trophozoites (30 min after UV-C treatment). Controls using anti-EhPAP and
anti-actin antibodies (middle and bottom panels, respectively) are shown.
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Table |: Comparison of E. histolytica, H. sapiens and S. cerevisiae RAD52 epistasis group proteins

Entamoeba histolytica Homo sapiens Saccharomyces cerevisiae
Predicted Size (aa) GeneBank Locus name *  Protein Accession  Size (aa) e-value H (%) |(%) Protein Accession Size (aa) e-value H (%) (%)
protein ID number ® number ®
ERMREI | 596 XM_651393 EHI_I25910  MREII P49959 708 3e49 51 32 MREIl  P32829 692 le-33 45 26
ERMRE I -like 223 XM 644963 EHI_077650  MREI I P49959 708 3e-23  SI 25 MREIl  P32829 692 2e-20 49 27
ERRADSO 1241 XM 647783 EHI_079960  RADSO Q92878 1312 2e-44 40 23 RADSO P12753 1312 2e-43 46 27
ERNBS| 764 XM 647447 EHI_098770  NBSI Q6IQ31 754 0.0022 40 24 XRS2 P33301 854 e+3 28 17
ERRADS | 367 XM_648984 EHI_031220 RADSI Q06609 339 e-125 83 71 RADSI  P25454 400 2e-43 78 60
ERRADSIC 284 XM 619126 EHI_122860 RADSIC Q433502 376 Je-17 Sl 28 RADS7  P25301 460 e-109 47 27
- - - RADSIB  OI5315 350 - - - RADSS  P38953 406 - - -
RADSID 075771 289 - - -
XRCC2 043543 280 s
- - - XRCC3 043542 346 - - - - - - - -
ERRADS2 243 M 99 EHI_188230  RADS2 P43351 418 2e-35 71 48 RADS2 P06778 504 le-23 57 38
ERRADS4 885 XM 648260 EHI_I03840 RADS4 Q92698 747 e-ll5 S8 41 RADS4 P32863 898 e-106 56 37
EhRADS4B 765 XM 645236 EHI_114930 RADS4B  Q9Y620 910 e-130 52 36 RDHS4 P32863 920 e-l14 55 39
EhRADSY 190 XM 651011 EHI_I12840 - - - - - - RADS9 Q12223 238 2e-08 45 25
(EhRADS2/22)

*E histolytica Pathema datatabase
b Swiss-Prot/ TrEMBL databases
|. identity; H, homology

rad51 paralogs (rad51b, rad51d, xrcc2 and xrcc3) that par-
ticipate in HR in vertebrates were not found in E. histolyt-
ica (Table 1). In conclusion, E. histolytica genome contains
a conserved set of repair genes, which suggests that it is
skilled to perform recombinational DNA repair.

E. histolytica genes of the RADS2 epistasis group are
differentially expressed in response to UV-C irradiation
As a first step towards establishing the role of the E. histo-
Iytica RADS52 epistasis group related genes, we evaluated
their mRNA expression by semi-quantitative RT-PCR
using the UV-C irradiation model described above. Most
genes exhibited a differential mRNA expression profile
before and after irradiation (Fig. 3). Ehmrell, Ehrad51,
Ehrad51c and Ehrad52 genes were transcribed at a very low
level in non-irradiated trophozoites; meanwhile mRNA
expression was induced from 30 min to 12 h after genoto-
xic damage. Particularly, the Ehrad51 mRNA expression
was 16-, 11- and 4-fold increased at 30 min, 3 h and 12 h,
respectively, after UV-C irradiation, when compared with
untreated cells (Fig. 3A and 3B). On the other hand, the
Ehnbs1, Ehrad54 and Ehrad59 genes were abundantly tran-
scribed in untreated trophozoites; however, mRNA levels
were down-regulated after UV-C treatment. The Ehrad50
gene expression showed the highest steady-state mRNA
levels in non-irradiated trophozoites. At 30 min after UV-
C irradiation, Ehrad50 transcript levels dropped drasti-
cally; 3 h later, they moderately increased, and at 12 h they
diminished again. In contrast, Ehrad54b gene did not
seem to be expressed under the experimental conditions
tested here (Fig. 3A and 3B). We observed minimal
changes in the 255 rRNA expression used as control (Fig.
3A, lower panel). These data showed that E. histolytica

RADS52 epistasis group related genes were differentially
expressed in response to DNA damage.

The predicted EnNRADS5 | conserves the typical architecture
of RECAIRADS5 I family members

Since RADS51 recombinases are considered as key enzymes
in HR and DNA repair processes in many organisms [24],
we focused on the characterization of the E. histolytica
EhRAD51 protein. Ehrad51 is an intron-less 1101 bp gene,
which encodes a 367 amino acids (aa) polypeptide (40.3-
kDa). Sequence similarity searches by BLAST showed the
lowest e-values (from 3e-29 to 2e-20) and high identity
(from 59 to 75%) with many eukaryotic RAD51 proteins,
from plants to human, including protozoan parasites.
Moreover, ERRADS51 showed 51% and 36% identity with
Methanococcus voltae RADA and Escherichia coli RECA bac-
terial recombinases, respectively (Additional file 1).
Amino acid sequence alignment of EhRAD51 protein
with yeast and human RAD51 orthologs revealed that
these proteins share functional and structural conserved
motifs (Fig. 4A). EhRAD51 contains the putative polymer-
ization motif (110-113 aa residues), which tethers indi-
vidual subunits to form quaternary assemblies in human
RADS1 protein [24] (Additional file 2). We also identified
the ATPase Walker A or phosphate binding loop (P-loop:
152-159 aa residues) and Walker B motifs (240-249 aa
residues), the ssDNA binding loops L1 (255-264 aa resi-
dues) and L2 (293-311 aa residues), as well as the ATP-
stacking motif or ATP cap (342-350 aa residues) at the C-
terminus, which are essential for nucleofilament assem-
bling and ATP hydrolysis in RAD51/RECA-like recombi-
nases [26,27]. Remarkably, the EhRAD51 N-terminus has
a low-complexity region of 34-aa highly enriched in
glutamic residues, which is not present in homologous
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Figure 3

Induced genes

Repressed genes

mRNA expression profiles of E. histolytica RAD52 epistasis group related genes. A. Ethidium bromide stained 6%
PAGE showing the RT-PCR products obtained from | pg of total RNA of non-irradiated (No UV-C, lane 1) or irradiated tro-
phozoites harvested at different times (UV-C; lane 2, 0.5 h; lane 3, 3 h and lane 4,12 h). Arrowheads denote the length (bp) of
each expected amplified internal fragment, as described in Table 2. B. Densitometric analyses of RT-PCR products in A. Pixels
corresponding to the 255 rRNA product were taken as 100% in each lane. Data are the mean of three independent assays.

proteins (Fig. 4A). Phylogenetic relationships among
EhRADS51 and RAD5 1/RECA related proteins from diverse
organisms, revealed a progressive evolution from eubacte-
ria to eukaryotes, being ERRADS51 more related to proto-
zoan recombinases (Fig. 4B).

The ERRADS | protein is overexpressed in response to DNA
damage

The recombinant EhRADS51 protein (rEhRADS51) was
expressed in E. coli BL21 (DE3) plysS strain as a 6x His-
tagged fusion polypeptide and subsequently purified by
affinity chromatography (Fig. 5A, lanes 3 and 4). By West-
ern blot assays using monoclonal anti-6xHis tag antibod-
ies, the purified rTEhRADS51 was detected as a single 47
kDa band, which was slightly higher than the 44.1 kDa
expected weight (Fig. 5B, lane 2). Then, rEhRAD51 was
used to generate rabbit polyclonal anti-EhRADS51 anti-
bodies. These antibodies recognized the 47 kDa

rEhRAD51 band (Fig. 5B, lane 4), whereas the preim-
mune serum, used as negative control, did not detect any
signal (Fig. 5B, lane 3). To evaluate the expression of the
native EhRADS1 in E. histolytica, we performed Western
blot assays using anti-EhRADS51 antibodies and protein
extracts from irradiated and non-irradiated trophozoites.
Antibodies reacted with a weak 46 kDa band in CE from
non treated trophozoites, but not signal was detected in
NE (Fig. 5C, higher panel, lanes 1 and 2). Meanwhile, at
30 min after UV-C irradiation, antibodies strongly
detected the expected 41 kDa endogenous EhRADS1 in
CE, but not in NE (Fig. 5C, higher panel lanes 3 and 4).
Intriguingly, antibodies also detected a 46 kDa band in
both NE and CE from UV-C irradiated trophozoites,
which may correspond to a modified form of the 41 kDa
protein. The specificity of anti-EhRAD51 antibodies was
confirmed performing a similar Western blot assay using
anti-EhRADS51 antibodies previously pre-incubated with
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Figure 4

Comparison of the predicted amino acids sequence of ENRADS | with other RADS5 | proteins. A. Multiple
sequence alignments of functional domains of RADS| from E histolytica (EhRADS5 ), S. cerevisiae (SCRADS |) and H. sapiens
(HsRADSI) proteins. Upper panel: Glutamate-rich region, polymerization motif (PM), Walker A and B motif, L| and L2 regions
and ATP cap appear as colored boxes. Lower panel: black boxes, identical aa; grey boxes, conserved substitutions; open box,
Glutamate-rich region. Numbers at the left are relative to the position of the initial methionine in each protein. Accession
numbers and protein lengths are indicated in the Supplementary Table S|. B. Phylogenetic relationships between EhRRADS| and
RECA/RADS | family members. The unrooted tree was created with the MEGA 3.1 program using the Neighbor Joining algo-
rithm based on ClustalWV alignments of complete amino acids sequences. Numbers above the tree nodes indicate the percent-
age of times that the branch was recovered in 1000 replications.

purified rEhRRAD51 protein and the recognition of both ~ EhRRADS | relocalizes into nuclear foci-like structures in

46 and 41 kDa proteins was specifically inhibited (data
not shown). In addition, the use of anti-EhPAP and anti-
actin antibodies confirmed protein integrity and cell frac-
tionation of CE and NE (Fig. 5C, middle and lower pan-
els). Our findings showed that EhRAD51 was
overexpressed in response to UV-C irradiation, and dis-
tributed in both nuclear and cytoplasmic compartments.

response to DNA damage

In order to better characterize the EhRADS1 expression
and function, we investigated its subcellular location in
trophozoites through immunofluorescence and laser con-
focal microscopy. In agreement with the Western blot
results, ERRADS1 was detected at low levels in the cytosol
of non-irradiated trophozoites (Fig. 6, panels A-D),
whereas at 30 min after UV-C irradiation we noted a dra-
matic accumulation of cytoplasmic EhRADS51 protein.
Interestingly, we also observed a scattered distribution of
EhRADS1 typical foci-like structures in the nucleus (Fig. 6,
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Expression and immunodetection of ENRADSI. A. Expression and purification of rENRADS5 | -6x His-tagged protein.
Bacterial proteins were separated through 10% SDS-PAGE and gels were stained with Coomassie blue. Lane |, molecular
weight markers; lane 2, non-induced bacterial extract (30 pg); lane 3, IPTG-induced bacterial extract (30 ng) before passing
through the Ni2*-NTA affinity column; lane 4, affinity purified polypeptide from IPTG-induced bacteria extract. Arrowhead, 47-
kDa rERRADS|. B. Immunodetection of rEhRRADS5 | polypeptide. Western blot assays were performed using non-induced bac-
terial extract (lane 1) and purified rEhRRADS| (lanes 2 to 4). Lanes | and 2; anti-6x His tag antibodies; lane 3, preimmune
serum; lane 4, specific rabbit antibodies raised against rERRADS |. Arrowhead, 47-kDa rEhRRADS|. C. Immunodetection of E.
histolytica endogenous ERRAD5 | by Western blot assays using specific anti-EhRADS| antibodies. CE, cytoplasmic extracts; NE
nuclear extracts. Lanes | and 2, non-irradiated (No UV-C) trophozoites; lanes 3 and 4, irradiated (UV-C) trophozoites (30 min
after UV-C treatment). Upper panel: arrowhead, 4|-kDa EhRADS |; asterisk, 46-kDa ENRADS |.Controls using anti-EhPAP and
anti-actin antibodies (middle and bottom panels, respectively) are shown.

panels E-H). Three hours later, the cytoplasmic signal
diminished, while nuclear foci-like structures remained
(Fig. 6, panels I-L). At 12 h after genotoxic damage, both
cytoplasmic and nuclear EhRADS1 signals were very
weak, being EhRADS51 foci-like structures scarce (Fig. 6,
panels M-P). Quantification of nuclear foci like-structures
by statistical microscopic analysis showed that about 60%
of the cells contained at least one focus at 30 min after UV-
C irradiation (Fig. 6Q). These findings confirmed that
EhRADS51 was up-regulated after UV-C irradiation and
suggested that it was redistributed into the nucleus during
the first 3 h after DNA damage.

rEhRRADS | exhibits DNA binding activity in vitro

In silico analysis of the EhRADS1 aa sequence evidenced
the presence of two putative DNA binding domains. To
verify that EhRAD51 is a DNA binding protein, we per-
formed EMSA using increasing amounts of purified
rEhRADS1 protein and a fixed concentration of radiola-
beled 50-bp ssDNA or 270-bp dsDNA fragments as
probes. In order to discard interactions of contaminant E.

coli proteins with DNA probes, we used mock purified
fractions obtained from untransformed bacteria as a neg-
ative control. Results showed that incubation of
rEhRADS51 with ssDNA and dsDNA probes resulted in five
DNA-protein complexes (C-Cy) formation, suggesting
that alternative populations of RAD51 protomers were
associated to each DNA probes (Fig. 7A and 7B, lanes 2 to
4). The fastest migration ssDNA-protein complex C, that
was also formed with the mock fraction was considered as
unspecific (Fig. 7A, lanes 5 to 7). No complexes were
formed in the EMSA control performed with the dsDNA
probe (Fig. 7B, lanes 5 to 7). Notably, the abundance of
slow migration DNA-protein complexes appeared to
increase in the presence of the highest TEhRAD51 amount
(Fig. 7A and 7B, lanes 2 to 4). These results showed that
rEhRADS51 was able to efficiently bind both ssDNA and
dsDNA substrates in vitro.
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Cellular localization of EhNRADS5 | in non-irradiated (No UV-C) and irradiated (UV-C) trophozoites at 30 min, 3
h and 12 h after treatment. Trophozoites were incubated with anti-rERRADS5| antibodies, treated with FITC-labeled sec-
ondary antibodies, counterstained with propidium iodide (Pl) and analyzed through confocal immunofluorescence microscopy.
A-P. EhRRADS5| immunodetection. A, E, | and M, green channel (FITC); B, F, ] and N, red channel (Pl) channel; C, G, K and O,
merge images; D, H, L and P, single cell (100% magnification) from boxes denoted in C, G, K and O.Q. Occurrence of

EhRADS | nuclear foci. The percentage of trophozoites displaying ERRADS5 | foci was calculated after scoring 50 nuclei for each

time point. Data are the mean of three independent assays.

rEhRADS5 | exhibits homologous DNA strand transfer
activity in vitro

In order to evaluate the homologous DNA strand transfer
function of the rEhRAD51 protein, we performed a pair-
ing assay involving the D-loop structure formation as
described in Experimental procedures. Results revealed
that rEhRAD51 was able to shift the electrophoretic
mobility of the radioactive-labeled 200-bp ssDNA probe
incubated with homologous circular dsDNA (Fig. 7C,
lanes 2 to 4). This indicated that rEhRADS51 was able to
catalyze ssDNA transfer to homologous dsDNA forming
the three-stranded pairing molecule or D-loop structure,
which has a reduced electrophoretic mobility in compari-
son with the ssDNA probe. The D-loop formation specifi-
city was confirmed by incubation of rEhRAD51 and
ssDNA probe in the absence of homologous dsDNA sub-

strate (Fig. 7C, lane 5), and in the presence of a heterolo-
gous dsDNA substrate (Fig. 7C, lane 6), since no complex
was observed. In addition, we did not observe any D-loop
structure in the absence of rEhRADS51 (Fig. 7C, lane 1).
Densitometric analysis of radioactive products showed
that D-loop structure formation using 7.5 pg of
rEhRADS51 was 3.6 and 1.7-fold higher than with 2.5 and
5 pg of rTEhRADS1, respectively (Fig. 7D). These results
indicated that EhRRAD51 protein was able to catalyze spe-
cific DNA paring and exchange between DNA homolo-
gous strands in vitro.

Discussion

While non-homologous end joining plays a major role in
DSB DNA repair in higher eukaryotes including mam-
mals, HR remains the predominant mechanism to repair
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Figure 7

DNA-binding and homologous strand transfer activities of rEhRRADS 1. A. Partially-purified rERRADS5 | was incubated
with [y-32P]dATP labeled ssDNA and interactions were resolved through non-denaturing PAGE. Lane |, free probe. Lanes 2 to
4, ssDNA incubated with increasing amounts of rERRADSI (2.5, 5 and 7.5 pg, respectively); lanes 5 to 7, ssDNA incubated
with increasing concentrations of mock purified fraction (2.5, 5 and 7.5 pg) as control. Protein-DNA complexes (C,to C,) are
shown by arrowheads. B. Partially purified rERRADS| was incubated with [0-32P]dATP labeled dsDNA and interactions were
resolved through PAGE. Lane |, free probe. Lanes 2 to 4, dsDNA incubated with increasing amounts of rEhRADS| (2.5, 5 and
7.5 pg, respectively); lanes 5 to 7, dsDNA incubated with increasing concentrations of mock purified fraction E. coli elution
fraction (2.5, 5 and 7.5 pg) as control. Protein-DNA complexes (C,to Cy) are shown by arrowheads. C. D-loop reactions con-
taining 10,000 cpm of [y-32P]dATP-labeled oligonucleotide, circular dsDNA and 0, 2.5, 5 and 7.5 pg of partially-purified
rERRADSI (lanes | to 4) were incubated at 37°C for 30 min with 2 mM of ATP. Negative controls were performed without
homologous dsDNA (lane 5) and with heterologous dsDNA oligonucleotide instead of homologous dsDNA (lane 6), both of
them using 7.5 ng of ERRADS| elution fraction. Reaction products were analyzed by agarose gel electrophoresis, transferred
to nylon membranes and visualized through a Phosphor Imager. D. Densitometric analysis of D-loop products obtained in C.
Results are representative of two independent experiments.
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this kind of lesions in lower eukaryotes [15]. The high
amount of repetitive DNA in protozoan parasites, such as
E. histolytica, suggests that the genome of these organisms
can be potentially recombinogenic. Therefore, the study
of HR process in E. histolytica may advance our under-
standing about trophozoites genetic and virulence varia-
bility, as well as DNA repair mechanisms.

Here, we developed a 254 nm UV-C light irradiation
model, which induces DNA damage in E. histolytica tro-
phozoites and activates recombinational DNA repair
pathway. Irradiation dose (150 J/m2) and time (8 s) were
determined as no lethal conditions for cells in compari-
son with other UV doses previously evaluated. Growth
curves were performed up to 18 h, the doubling time of
trophozoites, without observing any significant changes
(data not shown). Early phosphorylation of E. histolytica
H2AX histones after UV-C irradiation was consistent with
DNA DSBs formation, suggesting chromatin remodeling
and recruitment of histone-phosphorylating enzymes, as
observed in other eukaryotic systems [22]. Moreover, E
histolytica trophozoites survival throughout almost 12 h
after irradiation indicated the existence and activation of
DNA repair mechanisms. In silico analysis of the E. histo-
Iytica genome sequence revealed that this pathogen has
genes that encode putative EhRADS52 epistasis group
members, which participate in recombinational DNA
repair in other organims. Given the place of this ancient
protista in the eukaryote phylogenetic scale, EhRAD52
epistasis group had equivalent similarity with homolo-
gous proteins from different organisms, such as mam-
mals, plants and other protozoan parasites.

RT-PCR assays evidenced a differential mRNA expression
of E. histolytica rad52 epistasis group genes, before and
after DNA damage. Some genes (Ehnbs1, Ehrad54 and
Ehrad52/22) were down-regulated after DNA damage,
others (Ehmrel1, Ehrad51, Ehrad51-C and Ehrad52) were
up-regulated at different times following genotoxic stimu-
lus, whereas Ehrad50 mRNA levels were regulated in a var-
iable manner, suggesting a complex transcriptional
response. Interestingly, Ehrad54b gene did not seem to be
transcribed under our experimental conditions. However,
in yeast and human, both RAD54 and RAD54B are DNA
helicases which participate in the formation of heterodu-
plex DNA in recombination processes [11]. It is possible
that the expression of Ehrad54 homolog is sufficient to
cover this activity in trophozoites, although additional
experiments are required to confirm this hypothesis. The
absence of a coordinated transcriptional activation of
Ehrad52 epistasis group genes suggest that trophozoites
have enough stationary levels of enzymes for DBB repair
and the main regulation could be occurring at transla-
tional and/or posttranslational level. A further evaluation
of EhRADS52 epistasis group proteins regulation in

http://www.biomedcentral.com/1471-2199/9/35

response to DNA damage will help us to better under-
stand DNA repair by HR in E. histolytica. It seems that the
molecular events related to DNA lesions produced by gen-
otoxic agents can be barely inferred from gene expression
profiling. Indeed, studies in yeast and mammals have
shown no-relationship between genes whose expression
is increased after different DNA-damaging treatments
(ionizing radiation, UV light, cisplatin, H,0,) and those
genes that are involved in protecting against cytotoxicity
to the same agents [28,29].

We focused on Ehrad51 gene because RAD51 proteins
have been demonstrated as key players in recombina-
tional DNA repair in lower and higher eukaryotes [for
review see [12]]. Interestingly, the Ehrad51 transcript
steady state levels were about 15-fold higher at 30 min
post-UV-C treatment and decreased 3 and 12 h later, sug-
gesting that EhNRADS1 could be participating in HR in the
early steps of DNA repair. Similar transcriptional activa-
tion after UV treatment has been reported as a common
characteristic for recA/rad51 homologs of Tetrahymena
thermophila [30] and Halobacterium sp. [31]. In agreement
with the RT-PCR results, Western blot assays showed a
dramatic increase of EhRADS51 in cytoplasm and nucleus,
30 min after DNA breaks were introduced into the E. his-
tolytica genome. The fact that specific polyclonal antibod-
ies immunodetected a 46 kDa EhRADS1 protein suggest
that some posttranslational modifications of the cytoplas-
mic 41 kDa EhRADS51 could be a requirement for its trans-
location to the nucleus where DNA repair takes place.
Taking in consideration that the EhRADS51 sequence lacks
a nuclear localization signal, an alternative possibility
might be that ERRADS51 needs to interact with other pro-
tein(s) to be transported inside the nucleus. However,
additional experiments are required to corroborate these
hypotheses.

As observed for yeast and human homologs [32], laser
confocal microscopy evidenced focal sites of the
EhRADS51 protein scattered in the nucleus at 30 min and
3 h after DNA damage. Congruently, the EhRADS51
nuclear foci-like structure occurrence was consistent with
the DNA fragmentation degree observed in TUNEL and
neutral comet assays. Since UV-C treatment did not affect
trophozoites viability, it is tempting to suggest that DNA
repair mechanisms involving EhRADS1 foci formation
were activated to restore genome integrity after genotoxic
insult.

In silico analysis demonstrated that the predicted
EhRADS1 protein contains all functional and structural
motifs that are important for RECA/RAD51 recombinases
activities. To experimentally support its role in DNA repair
by HR, we performed the basic characterization of
EhRAD51 protein. EhRAD51 functional properties were
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similar to those previously reported for RAD51 homolo-
gous [33-35]. EhRADS51 was able to bind both ssDNA and
dsDNA substrates in the presence of ATP and Mg?*. The
various rEhRAD51-DNA complexes may be related to dif-
ferent amounts of rERRAD51 molecules bound to ssDNA
or dsDNA probe. Finally, EhRAD51 promoted specific
three-stranded pairing structure formation or D-loop.
Based on the data presented here, we proposed a working
model for DNA DSB repair involving the EhRAD51
recombinase. When a DSB is introduced in E. histolytica
genome, EhH2AX histones become phosphorylated,
which could induce chromatin remodeling and accumu-
lation of the EhRADS52 epistasis group proteins at the
DNA DSB site. We observed that ERRAD51 was relocated
into the DNA repair nuclear foci, where it could mediate
DNA paring and homologous strand exchange to restore
genome integrity. It is also possible that E. histolytica
RADS51 protein may play a role in genome rearrangements
that naturally occur within this organism during DNA
synthesis. Therefore, it will be interesting to evaluate its
involvement in frequent ploidy changes, unscheduled
gene amplification and duplication events observed in E.
histolytica genome [3,4]. Our next challenge will involve
studying in vivo HR and the relevant role of EhRADS51 in
this process in E. histolytica.

Conclusion

Our results provide the first data supporting the role of the
RADS52 epistasis group genes in DNA repair process in E.
histolytica. We showed that E. histolytica RAD52 epistasis
group genes, were differentially expressed when DNA
fragmentation was induced by UV-C irradiation. We also
showed that EhRADS51 protein was overexpressed and
relocalized in nuclear foci-like structures after DNA dam-
age, and demonstrated that recombinant EhRADS51 func-
tion as a recombinase in vitro. These data evidenced a
potential role of EhRAD51 protein in DNA damage
response in this ancient eukaryotic parasite.

Methods

E. histolytica cultures

Trophozoites of E. histolytica clone A (strain HM1: IMSS)
were axenically cultured in TYI-S-33 medium [36] at 37°C
and harvested during exponential growth phase.

Trophozoites UV-C light irradiation

Trophozoites (2 x 106) grown in culture bottles were
transferred into glass dishes and incubated at 37°C for 30
min. Medium and floating cells were discarded, and
adhered trophozoites were irradiated with 254 nm UV-C
light at 150 J/m2 for 8 s using a UV Stratalinker 1800
device (Stratagene). After treatment, cells were incubated
in fresh TYI-S-33 medium at 37°C for 0.5, 3, 6and 12 h
to be used in different experiments. Non-irradiated cells
were used as a control in all experiments. Cell viability
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was monitored by microscopy using a trypan blue dye
exclusion test. Assays were done three times by duplicate.

Evaluation of DNA fragmentation by TUNEL assay
Trophozoites (2 x 10°) were harvested at 0.5, 3, 6 and 12
h after UV-C irradiation, washed with PBS 1x and fixed
with 1% paraformaldehyde. After cell permeabilization
with 70% ethanol, DNA damage was quantified using the
APO-BrdUTP TUNEL Assay Kit (Molecular Probes) in
order to detect 3'-hydroxyl ends in DNA. Permeabilized
trophozoites were incubated at 37°C for 1 h in the DNA-
labeling solution, which contains terminal deoxynucleoti-
dyl transferase enzyme (TdT) and deoxythymidine analog
5-bromo-2'-deoxyuridine  5'-triphosphate  (BrdUTP).
Then, cells were washed twice and suspended in antibody
staining solution (Alexa Fluor 488 dye-labeled anti-BrdU
antibody) at room temperature for 1 h. After that, cells
were incubated in propidium iodide/RNase A staining
buffer at room temperature for 30 min. Samples were ana-
lyzed by flow cytometry in a BD FACS Calibur system and
fluorescence data were plotted with the FloJo software.

Evaluation of DNA fragmentation by Comet assay
Trophozoites (5 x 10*) were harvested at 0.5, 3, 6 and 12
h after UV-C irradiation. Neutral comet assay were per-
formed using protocols from Tice and co-workers [37].
Briefly, cells were mixed with agarose and spread over a
warmed, precoated microscope slides. Agarose was
allowed to solidify at 4°C, followed by immersion in cold
lysis fresh solution (2.5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM
Tris, pH 7) overnight. Next, electrophoresis was carried
out in neutral buffer for 20 min at 1.5 V/cm (measured
electrode to electrode) in the dark at 4°C. Finally, the
slides were completely dried and ethidium bromide-
stained DNA was observed at 400x magnification using
an epifluorescence microscope (Leica DMIL).

Detection of phosphorylated EhH2AX histones

The two Ehh2ax genes, which are homologous to the
human h2ax gen, had been previously reported [22]. Their
existence in the E. histolytica Pathema database [38] were
confirmed by BLAST using yeast H2A and human H2AX
protein sequences as queries. The presence of phosphor-
ylated forms of EhH2AX histone (YEhH2AX) in E. histolyt-
ica protein extracts obtained 10 or 30 min after UV-C
irradiation was evaluated by Western blot assays using the
anti-phospho-Histone H2AX (pSer!3?), which was devel-
oped in rabbit using a synthetic phosphorylated peptide
corresponding to 134-142 aa residues (including the
phosphorylated Ser) of human H2AX histone C-terminus
(Sigma). Subcellular fractionation to obtain CE and NE
from clone A trophozoites was performed as described
[39]. Proteins were separated by 10% SDS-PAGE, trans-
ferred to nitrocellulose membranes (BioRad) and blocked
with 1% BSA/PBS solution. Then, filters were incubated at
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room temperature for 2 h with the anti-human yH2AX
polyclonal antibody (1:7000 dilution), washed with PBS
1x 0.05%Tween and incubated at 37°C for 1 h with goat
anti-rabbit IgG horseradish peroxidase secondary anti-
body (Zymed) at 1:10000 dilution. Bands were revealed
by ECL Plus Western blotting system (Amersham). As
internal controls, we used polyclonal antibodies (1:1000
dilution) raised against the E. histolytica poly(A) polymer-
ase EhPAP and anti-actin antibodies.

Insilico identification of E. histolytica genes homologous
to yeast RAD52 epistasis group

RAD52 epistasis group related genes were identified in E.
histolytica Pathema database using both yeast and human
protein sequences as queries. Putative E. histolytica orthol-
ogous proteins were selected from BLAST analysis accord-
ing to the following criteria: (i) at least 20% identity and
35% homology to the query sequence; (ii) e-value lower
than 0.002; and (iii) absence of stop codons in the coding
sequence. Predicted aa sequences were aligned by the
ClustalW software [40]. Functional domains were pre-
dicted by the Prosite program [41]. Phylogenetic inference
was performed using the Neighbor-joining distance
method [42] as implemented in the Molecular Evolution-
ary Genetics Analysis (MEGA version 3.1) software [43].
Tree robustness was established by bootstrapping test,
involving 1000 replications of the data based on the crite-
ria of 50% majority-rule consensus.

RT-PCR assays

Total RNA was obtained using Trizol reagent (Invitrogen)
from trophozoites of clone A grown in basal culture con-
ditions or after UV-C treatment. Semi-quantitative RT-
PCR was performed as previously described [44] using 1
pg of total RNA and specific primers for each gene (Table
2). As a control, we amplified a 255 rRNA gene internal
sequence. Products were separated by 6% PAGE, stained
with ethidium bromide and submitted to densitometric
analysis in a Gel doc 1000 apparatus (BioRad) using the

Table 2; Primers used in RT-PCR assays

http://www.biomedcentral.com/1471-2199/9/35

Quantity One software. Data are the mean of three inde-
pendent assays.

Cloning of the Ehrad5| gene

The 1098-bp full-length Ehrad51 gene was PCR-amplified
from genomic DNA of clone A trophozoites using
Ehrad51-S  (5'-CGGGATCCAAAGTAATGAG TGCCAA
GCA-3') sense and Ehrad51-AS (5'-CCAAGCITGCCAT-
TCTCC GTATTATGGC-3') antisense primers, which con-
tain BamHI and Hindlll restriction sites, respectively
(underlined). Amplification was performed as follows:
94°C for 5 min and 30 cycles at 94 °Cfor35s5,48°C for 35 s
and 72°Cfor 1 min, plus a final extension step at 72°C for
7 min, using High Fidelity DNA Taq polymerase (Invitro-
gen). The PCR product was purified and cloned in frame
into the pRSET A expression vector (Invitrogen). The
recombinant pRSET -Ehrad51 plasmid construct was con-
firmed by automated DNA sequencing in an ABI-PRISM
310 (Applied Biosystem) sequencer.

Expression and purification of recombinant EhRRADS |
(rERRADSI) protein

E. coli BL21 (DE3) pLysS bacteria were transformed with
PRSET -Ehrad51 plasmid and grown at 37°C in 2-TY
medium containing 100 pg/ml ampicillin and 34 pg/ml
chloramphenicol to an ODgy,m Of 0.6. The expression of
rEhRADS51 was induced with 1 mM isopropyl beta-D-thi-
ogalacto pyranoside (IPTG) at 37°C for 3 h. Cells were
harvested, resuspended in lysis buffer (50 mM NaH,PO,,
300 mM NaCl, 10 mM imidazole, pH 8.0) and lysed by
sonication at 4°C. Soluble rEhRAD5 1 was purified near to
homogeneity under denaturing and native conditions
through Ni2+-NTA affinity chromatography according to
the manufacturer recommendations (Qiagen). Purified
rEhRADS5]1 identity and integrity were confirmed by 10%
SDS-PAGE and Western blot assays using anti-6xHis tag
antibodies (Roche) at 1:5000 dilution and the ECL Plus
Western blotting detection system (Amersham).

Gene Sense primer Antisense primer Amplified product (bp)  Tm (°C)
Ehmrel | 5-CGAGAAGAAGAGCAGCTCAA S-CTTTCCTTTTTCTTCAGCCA 391 49.5
Ehrad50 5'-CAGCCCAAGACATTCAAACA 5-CTGCATAATTGTTGTGCCAA 277 49.5
Ehnbs| 5-CACCTCCCACACCACAGTAT 5-CTCCACCAATGAATGACCAT 549 49.0
Ehrad5| 5-ATTGCTTTTACACCAAAG S-TTCTTCTGAATTTAATCC 400 49.5
Ehrad51C 5'-CCACATGACATTGTGAGTCT 5'-GAATTATCCGATGAAGTGCT 155 45.0
Ehrad52 5-ATGACTGAAATAGATACCTC S-AATTTGATTGTTTTAAGAAT 730 37.5
Ehrad54 5-GTCATGCCATTGACCAATTA S§-TCACACTCTTCCTCAGTTGG 499 47.5
Ehrad54b 5'-GGGCAAAAAATTCACCTAAA 5-GTCGTGATCCTCCAAGTGCT 876 50.0
Ehrad52/22  5-ATGTCTCATGAAATAAAACCAC S-TCATTTCTTACGTCTAACTATTACT 516 445
25S rRNA 5'-TATCAAATCAAAGGACCCGCT 5-AAAAGA AAAACTAAGCGGTAA 631 51.0
actin 5-AGCTGTTCTTTCATTATATGC S-TTCTCTTTCAGCAGTAGTGGT 220 48.0
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Production of polyclonal antibodies raised against
ERRADS |

Purified rEhRAD51 was submitted to preparative 10%
SDS-PAGE, electroeluted from Coomassie stained-gels
and subsequently used as antigen to immunize a New
Zeland male rabbit. An initial dose of 200 ug of
rEhRADS1 in complete Freund's adjuvant (Sigma) was
subcutaneously inoculated into the animal, and then
three doses of 100 pg in incomplete Freund's adjuvant
were injected every 15 days. One week after the last immu-
nization, the rabbit was bled and polyclonal antiserum
was obtained. IgGs were purified through protein G
sepharose chromatography and tested for reactivity
against rEhRADS1 protein by Western blot assays.

Immunodetection of EhRADS | in subcellular extracts
Western blot assays were performed using CE and NE pro-
teins obtained before or 30 min after UV-C irradiation,
and the membranes were incubated with anti-EhRAD51
polyclonal antibodies (1:1000 dilution) and goat anti-
rabbit IgG horseradish peroxidase secondary antibody
(Zymed)(1:10000 dilution). Immunodetected proteins
were revealed with the ECL Plus Western blotting system
(Amersham). The specificity of the anti-EhRAD51 anti-
bodies was confirmed using anti-EhRRADS51 antibodies
pre-incubated with purified rEhRAD51 protein. As inter-
nal controls, we used polyclonal antibodies raised against
the E. histolytica EhPAP [23] and actin proteins.

Laser confocal microscopy assays

Trophozoites were grown on sterile coverslips, fixed with
4% paraformaldehyde at 37°C for 1 h, permeabilized
with acetone and blocked with 1% BSA/PBS. Next, cells
were incubated with anti-EhRADS51 polyclonal antibodies
(1:200 dilution) at 37 °C for 2 h, followed by the anti-rab-
bit fluoresceinated monoclonal antibody (1:100 dilution)
at 37°C for 1 h. Then, trophozoites were washed three
times with PBS 1x at room temperature and DNA was
counterstained with propidium iodide (5 pg/ml) for 7
min. Light optical sections were obtained through a
Nikon inverted microscope attached to a laser confocal
scanning system (Leica) and analyzed by Confocal Assist-
ant software Image J [45].

DNA-binding assays ;

For the electrophoretic mobility shift assay (EMSA), we
used two DNA probes: a 50-nt ss oligonucleotide (adh50)
from the Ehadhl112 gene [46], which was [y-32P]dATP
(500 pCi/mmol) 3'-end labeled by T4 polynucleotide
kinase at 37°C for 30 min, and a 270-bp dsDNA fragment
(pgp270) of the 3'-UTR EhPgp5 gene [50] that was [a-
32P]dATP (200 pCi/mmol) uniformly labeled by PCR.
EMSA was carried out in a 25 pl final volume reaction in
binding buffer (50 mM Tris-HCI pH 7.8, 1 mM DTT, 10
mM MgCl,, 1 mM ATP) in the presence of increasing

http://www.biomedcentral.com/1471-2199/9/35

amounts of native rEhRADS51 (0, 2.5, 5 and 7.5 pg). Reac-
tions were started by addition of adh50 or pgp270 radiola-
beled probes (10000 cpm) at 37°C for 15 min. Control
assays were performed substituting purified rERRAD51 by
the mock purified fraction obtained from untransformed
bacteria. DNA-protein complexes were resolved on 6%
non-denaturing TBE polyacrylamide gels, vacuum-dried
and exposed to Phosphor Imager screen (BioRad).

D-loop structure formation assay

The EhRAD51 homologous DNA strand transfer activity
was evaluated by the D-loop formation assay according to
the described procedure [47]. A ssDNA fragment of 200
bases (pgp200), which is complementary to the 3'-UTR
Ehpgp5 gene cloned in the dsDNA plasmid [44], was [y-
32P]dATP (500 pCi/mmol) 3'-end labeled by T4 polynu-
cleotide kinase at 37°C for 30 min. Increasing amounts of
rEhRADS1 (0, 2.5, 5 and 7.5 pg) were pre-incubated in
reaction buffer (50 mM Tris-HCI pH 7.8, 1 mM DTT, 10
mM MgCl, and 1 mM ATP) with the pgp200 probe
(10,000 cpm) at 37°C for 15 min. Then, homologous
dsDNA plasmid (1 uM) was added and the mixture was
incubated at 37°C for 30 min. A non-related plasmid was
used as heterologous dsDNA control. Reactions were
stopped by addition of 0.1% SDS. To prevent that
EhRAD51 binds and shifts the pgp200 probe, samples
were deproteinized with proteinase K (1 mg/ml) at 37°C
for 10 min. Then, they were fractionated by 1% agarose
gel electrophoresis in TAE 1x buffer and transferred to a
nylon membrane (Amersham) in SSC 20x solution over-
night. Homologous DNA strand transfer activity of
rEhRAD51 was evaluated through the visualization of
radioactive DNA products in a Phosphor Imager (BioRad)
and quantified by densitometry using the Quantity one
software (BioRad).
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Additional material

Additional file 1

Comparisons of ERRADS51 with orthologous proteins from other organ-
isms. This table includes proteins homologous to ERRADS1 with respective
homology/identity and e-values.

Click here for file
[http://www.biomedcentral.com/content/supplementary/1471-
2199-9-35-S1.doc|

Additional file 2

Predictions of ERRADS 1 tertiary structure using the Swiss Model software
and the yeast RAD51 protein crystal structure (PDB entry 1szp) as tem-
plate. A. Predicted three-dimensional model of ERRADS1 protein showing
the N-terminal domain (ND) constituted by a five-a helix bundle (al to
a5) and an ATPase domain (AD) conformed by a twisted central S-sheet,
which includes 10 f strands sandwiched by a-helices on both sides con-

nected by a polymerization motif (PM). B. ATPase Walker A motif lies

between f1 and a8 and conserves the catalytic lysine (K160) and threo-

nine (T160) residues, which are associated to ATP yphosphate contact
and Mg?* ion stabilization, respectively, in homologous proteins. Walker
B motif lies on 4 and precedes a12 and the disordered DNA-binding
loop 1. ATP cap is in close proximity to an ATP molecule. ERRADS1
DNA-binding loop 2 is formed by two inter-connected fstrands (56 and
p7). C. Three-dimensional representation of Polymerization motif (PM).
Critical conserved residues conforming PM in helix 6 are shown. Key
motifs were colored as follow: violet, PM; red, ATPase Walker A; green,
Walker B; blue, ATP cap; yellow, Loop 1 and purple, Loop 2. Models were
displayed and refined using the Pymol PBD viewer.

Click here for file

| http://www.biomedcentral.com/content/supplementary/1471-
2199-9-35-82.tiff]
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Summary

Here, we identified Entamoeba histolytica putative genes encoding orthologous
proteins to MRE11, RAD50 and NBS1 (MRN complex) which are involved
in recombinational DNA repair in both yeast and human. Our in silico analy-
sis revealed that EhMRN members conserve the typical molecular architec-
ture of orthologues from other organisms and suggested that this complex
could be functional in this parasite.

Introduction

E. histolytica is the early branch protozoan responsible for human amoe-
biasis that affects 500 million people around the world!. Differences in viru-
lence of trophozoites have been related to great genome plasticity and it has
been speculated that they might be associated to genetic rearrangements mediated
by homologous recombination (HR); however no evidence has been provided
yet.

In eukaryotic and prokaryotic cells, HR is a fundamental mechanism to
recombine the genetic information stored in the sister chromatid or the ho-
mologous chromosome to generates genetic diversity®. In addition, HR is also
required for re-initiation of collapsed replication forks during DNA replica-
tion, telomere maintenance and DNA double strand breaks (DSBs) repair.

©2007 by MEDIMOND S.r.1. H524C0009 7
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Particularly, MRN complex (MRE11-RADS50-NBS1 proteins) is one of the
first factors that localize at DSBs, having a structural role to tethers and
stabilize broken chromosomes and to facilitate efficient DNA damage re-
sponse. The MREI1 and RADS50 proteins are conserved through evolutionary
scale, whereas NBS1 appears to be more divergent being only present in
eukaryotes?.

The elucidation of E. histolytica factors participating in HR could help us
to understand the virulence and genetic variability events and the in silico
study of these factors represents the first approach to understand how these
proteins function in this pathogen.

Materials and Methods
ldentification of E. histolytica MRN complex proteins

Putative gene sequences were identified in E. histolytica Pathema datatabases
(http://pathema.tigr.org/tigr-scripts/Entamoeba/PathemaHome Page.cgi) by
BLAST. Orthologous proteins were selected using the following criteria: (i)
at least 20% identity and 35% homology to yeast and human query sequences
and, (ii) e-value lower than 0.002. Predicted amino acid sequences were aligned
by ClustalW software (http://www.ebi.ac.uk/ clustalw/). Functional and struc-
tural domains were predicted by Prosite (http:/www.expasy.org/tools/scanprosite/
), Pfam (http://www.sanger.ac.uk /Software/Pfam/), SMART (http://smart.embl-
heidelberg.de/) and Motif Scan (http://myhits. isb-sib.ch/cgi-bin/motifscan)
programs.

Results

ERMRE11 molecular organization

E. histolytica Ehmrel ] intronless gene (1788 bp) predicts a 595 aminoacids
protein with molecular weight of 68.8 kDa (Table 1). EhMREI1 protein has
a putative nuclease domain constituted by five well conserved amino-terminal
metallo-phosphoesterase motifs (9 to 262 aa) (pfam PF00149) followed by an

Table 1. Entamoeba histolytica putative MRN complex members.

Putative Locus Length  Predicted Protein ~ Molecular
gene name? (bp) protein size (aa) weight (kDa)
Ehmrell EHI 125910 1788 EhMREL1 596 68.8
Ehmrel1-like EHI_077650 670 EhMREll-like 223 232
Ehrads0 EHI_079960 3723 EhRAD 50 1241 146.4
Ehnbsl EHI 098770 2292 EhNBS1 764 88.9

e £ histolytica Pathema datatabase
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Figure 1. Domain structure and multiple sequence alignments of
MREI11 related proteins. EHLMREI phosphoesterase motifs I-V (ll) and
DNA-binding domain (#). Black box, identical amino acid residues; grey
box, similar amino acid residues. Numbers at the left are relative to the
position of the initial methionine to each protein. Hs, Homo sapiens; Dm,
Drosophila melanogaster; At. Arabidopsis thaliana Sc, Sacharomyces
cerevisiae; Eh, Entamoeba histolytica.

MRE11 DNA-binding domain (pfam PF04152) located from 244 to 446 amino
acid residues. This molecular organization appears highly conserved in eukaryotic
cells (Fig. 1). Phosphoesterase motifs of HSMREI1 function as single-and
double-stranded (ds) DNA endonuclease, as well as 32 =52 dsDNA exonu-
clease that resects broken dsDNA*, this activity increases when MREI1 is in
complex with RADS50. Besides, eukaryotic MRE11 C-terminal DNA-binding
domain allows MRE11-DNA complexes formation to facilitate DNA joining.
Additionally, we identified a 670 bp Ehmrell-like gene whose product pre-
dicts a smaller (223 aa) MRE11-like protein (Table 1). Amino acids sequence
of this protein shares 28% identity and 54% homology (e-value 1.2e-45)
respect to EhnMREL11. Intriguingly, EAMREI 1-like protein only has the first
four of five metallo-phosphoesterase motifs and lacks the DNA binding do-
main. This finding suggests that MRN complex could be constituted by two
different MRE11-like proteins in this parasite (Fig. 1).

EhRADS50 molecular organization

In E. histolytica the putative Ehrad50 intronless gene (3723 bp) predicts
a polypeptide of 146.4 kDa (Table 1). EhHRADS50 amino acids sequence con-
tains the Walker A and B motifs of the ABC-ATPase domains, separated by
two coiled-coil regions, which are required for nucleotide binding and hy-
drolysis in human RADS50-ATPase (Fig. 2). ENRADS5O0 also contains the highly
conserved zinc-hook structure including the CysXXCys motif located in the
middle of the long coiled-coil domains, as it has been described in HSRADS50.
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Figure 2. Domain structure and multiple sequence alignments of the
central portion of the RADS0 related proteins. The Walker A and B are
marked in the ABC-ATPase domains ([), while MRE11-binding sites ()
and the CysXXCys hook domain ([J) are labeled in the coiled-coil central
regions. Black box, identical amino acid residues; grey box similar amino
acid residues. Numbers are relative to the position of the initial methionine
in each protein. Hs, H. sapiens; Dm, D. melanogaster; At. A. thaliana Sc,
S. cerevisiae; Eh, E. histolytica.

This motif is required as a dimerization domain between two RADS0 arms
and for intramolecular interactions with MREI11, which results in the tether-
ing of broken DNA ends.

EhNBSI molecular organization

In eukaryotic cells, but not in bacteria, the MRE11 and RAD50 proteins
interact with nibrin polypeptide (NBS1), which is considered as the functional
analogue of yeast XRS2 protein, although significant sequence similarity is
limited to the first 115 amino acids residues of the N-terminal. Human NBS1
is required for activation of ATM kinase in response to DSBs and it also
functions in an amplification loop with ATM to allow an effective checkpoint
response. In E. histolytica the putative Ehnbs] gene (2292 bp) predicts a 88.9
kDa protein (Table 1). Similar to eukaryotic NBS1 proteins, EhNNBS1 N-
terminal contains a fork-head associated (FHA) domain from 22 to 99 residue
(pfam PF00498), which is a phosphopeptide recognition domain, and a BRCA1
C-terminal (BRCT) domain (pfam PF00533), that is important to protein—
protein interactions (Fig. 3).

Conclusions

In an effort to understand the DNA damage response in E. histolytica, we
studied the structural features of EhHMRN complex members. Our findings
revealed that EhMRE11, EhRADS50 and EhNBS1 conserve the typical struc-
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Figure 3. Domain structure and multiple sequence alignments of NBS1
related proteins. EANBSI N-terminal fork-head associated (FHA) domain
(@) and BRCA1 C-terminal (BRCT)-like domain ([ll). Black box, identical
amino acid residues; grey box similar amino acid residues. Numbers are
relative to the position of the initial methionine in each protein. Hs, H.
sapiens; Dm, D. melanogaster; Sc, S. cerevisiae; Eh, E. histolytica.

tural and functional domains reported in orthologous proteins from other
organisms. The presence of an additional homologue to mrell gene (Ehmrell-
like) suggests that this pathogen could express two MREI1 proteins, which
possibly will interact to RADSO0. In addition, E. histolytica MRN members are
evolutionary conserved, suggesting that they could mediate the cellular re-
sponse to broken chromosomes. Enzymatic activity assays, protein-protein
interactions and immunolocation of EhMRN proteins after DSBs must be
consequently evaluated, in order to demonstrate their functional role as a
specific sensor of genome damage in this parasite.
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