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Resumen

Giardia duodenalis es un protozoario flagelado parasitario considerado como un organismo
modelo de divergencia temprana. Posee un genoma minimalista cercano a las 12Mb de
longitud repartido en cinco cromosomas en dos nucleos transcripcionalmente activos.
Ademas, es el agente etiolégico de una de las infecciones mds comunes humanos: la
giardiasis, que consiste en la colonizacién del epitelio intestinal por parte de trofozoitos.
Durante su vida cicla entre dos estadios: trofozoito, que representa la fase vegetativa y
replicativa del organismo, y quiste, que representa la fase infectiva y de resistencia. Cada
estadio se da segun el ambiente en el que se encuentre, para lo cual sufre multiples rondas
de replicacién del DNA y divisiones nucleares que generan varios cambios de ploidia, pasando
desde tetraploide cuando trofozoito, a octoploide cuando enquistante y por ultimo llega a
tener dieciséis juegos cromosdémicos como quiste. Todo ello le provoca a su genoma una alta
susceptibilidad a lesiones que alteran su estabilidad genédmica y viabilidad celular, siendo de
gran incidencia aquellas originadas por la maquinaria replicativa, como inserciones o
deleciones o apareamientos erréneos y que son corregidos por la via de reparacién de
apareamientos erroneos o Mismatch Repair, por sus siglas en inglés.

En esta via se detectan distorsiones en el DNA mediante el dimero MutS en procariontes y por
homdlogos como MutSa o MutSB en eucariontes segun el tipo de error especifico, siendo
MSH2 componente tanto de MutSa como MutSp, afin a DNA y apareamientos erréneos entre
bases no complementarias. Una vez que se da el reconocimiento del error en el DNA, se
recluta el dimero MutL para generar un corte en la cadena con el error y dirigir la reseccién
de la misma mediante una exonucleasa; por ultimo, se resintetiza la cadena y se ligan los
extremos.

Siendo que esta via no ha sido caracterizada en Giardia, el presente trabajo se enfocd en la
caracterizacion in silico e in vitro del producto del gen Gdmsh2 vy su actividad de unién a DNA
de doble cadena. Se encontré que MSH2 se encuentra fuertemente conservada entre
organismos tanto procariontes como eucariontes, y que ademas en G. duodenalis contiene los
dominios putativos de mayor relevancia para su funcionamiento, como el dominio IV de unién
al DNA, y el V de ATPasa. Para evaluarla se construyd el plasmido pRSET_GdMSH2 para
expresar a GAMSH2 en un sistema bacteriano y posteriormente purificarla, incubarla con
sondas de DNA y observar su interaccién mediante ensayos EMSA, en los que se observo la
afinidad por DNA de GdAMSH2 independiente de ATP.



Abstract

Giardia duodenalis is a model organism considered as an early divergent eukaryotic
protozoan. It’s a flagellated parasite with minimalist genome close to 12Mb distributed on five
chromosomes within two transcriptionally active nuclei. Further, G. duodenalis is the etiologic
agent of one of the most common human infections: giardiasis, which consists in the
colonization of the duodenum epithelium. G. duodenalis displays two phases during its life
cycle: the trophozoite, which represents the vegetative and replicative phase, and the cyst,
which represents the infective and resisting phase. Each stage presents in accordance to the
surrounding environment, for which the parasite suffers substantial DNA replication rounds
and nuclear divisions generating several ploidy changes, going from tetraploid trophozoites to
octaploid cysts, reaching sixteen chromosomal sets when reaching the cyst phase. This
process promotes a highly susceptible genome, which in turn disturbs G. duodenalis stability
and cellular viability. The relative highest frequency on the incidence DNA damage arise from
the replication machinery producing nucleotide insertions/deletions or mismatches, which
are repaired through a specific mismatch repair pathway (MMR).

This mechanism detects DNA distortions by MuTS in prokaryotes, and the MutSa o MutSp
homologs in eukaryotes. MSH2 is a component of both MutSa and MutSp and is related to
DNA mismatch repair within non-complementary strands. Once the mismatch is recognized,
the heterodimer Mutl is recruited for a mismatched nick and resected by an exonuclease;
finally, the chain is resynthesized and the ends bound.

Since the MMR pathway has not been addressed on Giardia, this is the first approach focusing
the in silico and in vitro characterization of the Gdmsh2 gene product and its homoduplex DNA
bounding activity. Thus, it was found that MSH2 is strongly conserved between prokaryotes
and eukaryotes. Most of the relevant putative domains in G. duodenalis are well conserved
including the DNA binding IV and the ATPase V domains. To express GdAMSH2 and study its
biochemical properties, the pRSET_GdMSH2 plasmid was constructed. The bacterial
recombinant GAMSH2 protein was purified to evaluate its DNA binding properties by EMSA
assays. These results showed that GAMS2 does have affinity for DNA and this was not
dependent on ATP.



Introduccion

Giardia duodenalis

Giardia duodenalis, homdénimo de Giardia lamblia y de Giardia intestinalis, es un parasito
unicelular eucarionte, descrito por primera vez en 1681 por Anton Van Leeuwenhoek, que se
hospeda en el intestino de los mamiferos anclandose al epitelio o nadando libremente entre
el duodeno e ileon (Lane y Lloyd, 2002). Este protista pertenece al orden Diplomonadida,
grupo de organismos binucleados y flagelados propios de ambientes anaerdbicos o
microaerofilicos, del supergrupo Excavata (Torres, A., T., 2016). Se le considera un organismo
minimalista debido a que su compacto genoma contiene los genes minimos necesarios para
su desarrollo y sobrevivencia, a pesar de que sus secuencias proteinicas suelen presentar
inserciones aminoacidicas con mayor frecuencia que otros organismos eucariontes (Morrison,
H., G., et al, 2007). Ademads, se tiene la nocién de que G. duodenalis ha evolucionado
reduciendo su complejidad en comparacion a otros eucariontes (quizd debido a la adopcién
de la vida parasitaria por sus antecesores) pues, aunque presenta organelos membranosos,
como sus nucleos, reticulo endoplasmico, mitosomas y vacuolas periféricas, no contiene
aparato de Golgi, endosomas ni mitocondrias (Cernikova, L., et al, 2018). El minimalismo
genomico y reducida complejidad, son aprovechados para utilizarlo como organismo modelo
ya que facilitan el estudio de organelos vestigiales, diferenciacién celular y mecanismos
celulares (Svard, et al, 2003; Lauwaet, et al, 2007). Sin embargo, a pesar del amplio estudio
gue ha tenido, muchos de sus mecanismos biolégicos bdsicos permanecen sin dilucidacién.
Este pardsito posee una morfologia (Figura 1) cambiante que depende de la etapa del ciclo de
vida en el que se encuentre. Puede presentarse como trofozoito, su forma parasitaria (12-15

pum de largo y 5-9 um de ancho), o bien como quiste, su forma infecciosa.
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Figura 1. a. G. duodenalis vista dorsalmente a 7,500 amplificaciones. b. 10,000 amplificaciones

de la vista ventral, donde se aprecian el disco ventral (D), la cresta (L), la brida ventrolateral (F), el surco
ventral (G), los dos flagelos anteriolaterales (A), los dos flagelos posteriolateral (P), y los dos flagelos
caudales o de cola (C). (Cortesia de Dr. Janine C. Harris y Mr. Michael Turner, tomada de Lane, S., Lloyd,
D. 2002).

Como parasito, G. duodenalis causa la giardiasis, una de las enfermedades parasitarias mas
comunes del mundo (alrededor de 280 millones de infecciones en humanos son reportadas
por afio (Anklarklev, J., et al. 2010). Debido a su gran resistencia a severidades ambientales y
a una relativamente baja dosis infecciosa (10 quistes) cerca del 10% de las infecciones (28.2
millones de personas) son causadas por alimentos contaminados (Ryan, U., et al, 2018).
Transmitida por el agua o posiblemente por zoonosis, la giardiasis es multifactorial (depende,
entre otras cosas, de la situacién inmune del individuo y de la cepa ingerida) y se caracteriza
por provocar los siguientes sintomas, que aparecen a los seis o hasta diez dias después de la
infeccion y son mas severos en infantes o en pacientes con hipogamaglobulinemia (Adam,
1991): diarrea, dolor estomacal/abdominal, nduseas, vomito y pérdida de peso, mala
absorcién de nutrientes. Sin embargo, no existe evidencia de invasion, es decir penetracién
del epitelio o tejidos adyacentes o acceso al torrente sanguineo, ni secrecién de alguna toxina
conocida (Buret, A., G., 2007). De hecho, los trabajos de Troeger et al (Troeger, et al, 2007) vy
Miller y Allmen (Miiller, Allmen, 2005) sugieren que los sintomas se presentan debido a la
respuesta inmune del individuo ante algun producto metabdlico de G. duodenalis mas que a
su anclaje al epitelio. La infeccién comienza cuando se ingieren suficientes quistes, que al
contacto con los dcidos gdstricos a su paso por el estdbmago desencadenan el

desenquistamiento vy liberan a los trofozoitos ya en la luz del intestino, donde colonizan la



pared intestinal. Alrededor de la mitad de las infecciones son asintomdticas y suelen
resolverse espontdneamente, generalmente por una respuesta inmune efectiva como
péptidos antimicrobianos, éxido nitrico, entre otros (Roxstrom-Lindquist, K, et al, 2006). Se
reportado que G. duodenalis ha desarrollado estrategias para inhibir la producciéon epitelial
de 6xido nitrico y evadir este mecanismo de defensa del huésped (Eckman, L., 2000). El
diagndstico puede realizarse mediante la busqueda microscdpica de quistes y/o trofozoitos
en las heces del individuo y, aunque es mas probable encontrar quistes que trofozoitos, éstos
ultimos confirman la infeccién sintomatica. Algunos pacientes pueden presentar falsos
negativos mediante el analisis de sus heces, por lo que se puede optar por enteropruebas que
consisten en recoger contenido duodenal mediante una cdpsula gelatinosa ingerida
oralmente y luego se examina al microscopio (Adam, 1991). Otras alternativas son realizar

duodenoscopias, la toma de biopsias o la identificacion mediante anticuerpos.

Drug Dose” Median efficacy (%)° Efficiicy range (%)
Metronidazole 500-750 mg/day = 5-10 days 88 60-95
2.0-24 g, single dose 48 36-60
20-24 g gd. % 2 days 71 6780
20-24 g qd. x 3 days 93-100
15-22.5 mg/kg/day = 5-10 days? 94 80-100
Tinidazole 300 mg/day x 7 days 87 T4-100

1.0-2.0

le dose 02 86100

50 mg/kg, single dose? 01 B0-96
Ormmidazole 1.0-2.0 g, single dose 96-100
40-50 mg/kg, single dose” 02-100
Secnidazole 2.0 g, single dose B6-100
30 mg/kg, 1 or 2 doses? 88-100
Quinacrine 300 mg/day > 5-7 days 05-100
68 mg/kg/day * 5-10 days? 02-95
Furazolidone 400 mg/day x 7-10 days B0-85
8 mg/kg/day = 7-10 days? 92 §1-96
Albendazole 200-800 mg/day = 1-3 days 24-81
200400 mg/day = 5-T days 94100
Paromomycin 1050 mg/kg/day or 1,500 mg/day < 5-10 days 55-88
Bacitracin zinc 240,000 Ufday = 10 days 95

“ Efficacy is based on studies that may vary in design, entry methodology, or outcome measure. When separate pediatric populations were sudied, they are designated.
See the text for references.

® Doses are wial daily amounts, which may or may not have been given in divided doses. Actual reatment recommendations are presented in Table 2. g.d., once
a day.

© Median efficacy is given when the resulis of four or more smdies are included.

? Pediatric population only.

Tabla 1. Eficacia de drogas antiparasitarias en infecciones adultas y pediatricas de G. duodenalis

(Gardner, T., B, Hill, D., R., 2001).

Debido a la resistencia de los quistes, ha sido dificil controlar la diseminacién de G. duodenalis
en el ambiente. Sin embargo, existen tratamientos que eliminan eficazmente la infeccién,
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como por ejemplo el metronidazol, que aunque no tiene efecto sobre la viabilidad de los
quistes, si afecta una amplia diversidad de organismos pues tiende reducirse a radicales de
nitroanién, mediante moléculas ferredoxina, que se presume se unen al DNA y proteinas,
imposibilitando su actividad (Moreno, S., N., et al, 1983). En la tabla 1 se resumen los

tratamientos mds comunes contra la giardiasis.
Ciclo de vida

Como parte de las estrategias de supervivencia de G. duodenalis, |a diferenciacién celular es
una de las mas importantes, pues le brinda resistencia a multiples ambientes cuando quiste,
y su desarrollo colonizante como trofozoito. Dentro de su ciclo de vida, dos transiciones de
diferenciacién celular pueden ser apreciadas: desde el quiste latente hacia excizoito y luego a
trofozoito, proceso conocido como desenquistamiento, y del mévil y replicativo trofozoito de
vuelta a al quiste infectivo, proceso conocido como enquistamiento (Ankarklev, J., 2010)

(Figura 2).

8n

Enquistante \_; N

F: Flagelo

OV. Disco ventral
N: Nocieo

P. Pared

Bacra 10uM

Colonizacion del epitelio intestinal

Figura 2. Ciclo de vida de G. duodenalis. Modificada de www.unal.edu.co. Cuando un quiste es

ingerido, su paso por los acidos gdastricos desencadenan el desenquistamiento, comenzando por
diferenciarse a excizoito, un paso antes de ser trofozoito, que se diferencia de éste mediante la

ausencia del disco adhesivo, que aun contiene cuatro nucleos tetraploides (16n) y que los flagelos
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aparecen en uno de los polos del quiste seguidos del cuerpo del excizoito. Aqui, la pared quistica es
degradada por vacuolas periféricas parecidas a lisosomas localizados justo debajo de la misma, el
metabolismo aumenta drdsticamente y se rearreglan el citoesqueleto y la regulacién transcripcional.
En seguida, el excizoito se divide dos veces sin pasar por la fase S, es decir, sin replicaciéon de DNA
(Bernander, R., et al, 2001), y da origen a cuatro trofozoitos, cada uno con un par de nucleos no
hermanos diploides (4n). Estos, a su vez, si las condiciones son las minimamente éptimas, comienzan
a colonizar el epitelio intestinal anclandosele, empleando su disco adhesivo que les sirve como ventosa
y se replican a las 6-12 horas, segun lo observado in vitro (Ankarklev, J., 2010). El proceso de
diferenciacidn inverso, enquistamiento, se da cuando un trofozoito es llevado corriente abajo por el
flujo intestinal y entra en contacto con bilis, colesterol y un pH basico. Las estructuras exteriores como

el disco ventral y los flagelos se internalizan y se forma la pared del quiste.

En la naturaleza, cuando los quistes son ingeridos por un posible hospedero, sus acidos
gastricos desencadenan la desenquistamiento obteniéndose un exquizoito de cuatro nucleos
tetraploides de corta vida que originan cuatro trofozoitos. Estos, a su vez, colonizaran el
intestino delgado anclandose al epitelio mediante su disco adherente. Los trofozoitos
comienzan a enquistarse cundo migran corriente abajo con el flujo intestinal. El proceso es
inducido por factores del hospedero, tales como alta concentracién de bilis, baja
concentracion de colesterol y un pH basico (Lauwaet, et. al., 2007). A partir de aqui, el proceso
puede dividirse en dos etapas: enquistamiento temprano y enquistamiento tardio. En la
primera, los trofozoitos comienzan a tomar una forma redonda, aparecen las vesiculas
especificas de enquistamiento o ESVs (Encystation-specific vescicles), que transportan y
maduran a las proteinas de la pared quistica CWPs (Cyst Wall Proteins) y comienzan a
internalizarse los flagelos. Ademas, el disco adherente es desensamblado en cuatro partes que
se mantendran en el citoplasma, mientras que se da una replicacion del DNA y un arresto del
ciclo celular en la fase G2 para obtener los dos nucleos de forma tetraploide. Comienza
entonces la etapa de enquistamiento tardio, durante la cual cada uno de los dos nucleos
tetraploides se dividen en dos nucleos diploides, obteniéndose entonces cuatro nucleos
diploides en la célula, y luego el DNA se replica una vez mds dando lugar a quistes con cuatro
nucleos tetraploides, es decir, quistes 16n. Durante esta etapa se presenta el fendmeno

conocido como cariogamia, en el que al menos un par de nucleos se interconecta e incluso
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llegan a intercambiar material genético en eventos denominados diplomixis, con los que
reduce la heterocigocidad alélica a pesar de ser un organismo asexuado (Carpenter, M., L., et
al., 2012). A diferencia de los trofozoitos, los quistes tienen un metabolismo mas bajo pero
son mucho mas resistentes a factores ambientales siendo capaces de sobrevivir por varias
semanas fuera de un huésped (Ankarklev, J., 2010). Los quistes suelen ser evacuados con las
heces fecales, forma en que se liberan al ambiente y se mantienen a la espera de volver a ser
ingeridos. Su resistencia extrema se debe en parte a su pared quistica (0.3-0.5um de ancho)
que esta formada por una red rigida e insoluble de carbohidratos (60%, principalmente B (1-
3)-N-acetil-D-galactosamina) y proteinas (40%, CWP1, 2 y 3) asociada a una doble membrana
interna. Los azucares de la pared quistica se sintetizan de novo a partir de glucosa a través de
una via metabdlica de cinco enzimas reguladas transcripcional y alostéricamente durante el
enquistamiento. Uno de los principales factores de transcripcidon que efecttan la regulacidn

positiva del enquistamiento es Myb2 (Huang, Y., et al, 2008).

Otra estrategia de sobrevivencia de G. duodenalis es la evasién del sistema inmune del
hospedero mediante un fenédmeno llamado variacion antigénica. Se presenta sdélo en la etapa
de trofozoito e involucra su revestimiento superficial: las proteinas de superficie variante-
especifico VSPs (Variant-Specific Surface Proteins) que cubren la totalidad del trofozoito salvo
durante la diferenciacidon y su recambio cada 6-13 generaciones. Las VSPs constan de un
dominio C-terminal altamente conservado, interiorizado en el citoplasma, un dominio
transmembranal seguido de un dominio semiconservado externo a la célula y por ultimo una
porcidon N-terminal variable que funciona de interfase entre la célula y su ambiente. La familia
de genes VSPs asciende a alrededor de 200 genes en los ensambles A y B, detallados mas
adelante. Cuando una variante es expresada, las otras son reprimidas y una variante domina
poblacionalmente. Sin embargo, en un mismo aislado pueden encontrarse subpoblaciones de
trofozoitos expresando diferentes VSPs (Ankarklev, J., 2010). Se entiende entonces que G.
duodenalis tiene la capacidad de burlar el sistema inhume de su hospedero cambiando su

revestimiento proteico.
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Genoma de Giardia

G. duodenalis compartamentaliza su DNA en dos nucleos, caracteristica del orden de los
diplomonadidos. Son del mismo tamafo, transcripcionalmente activos a la vez, inician la
duplicacién del DNA simultdneamente y cada uno contiene la misma carga de DNA (Ankarklev,
J., et al. 2010), sin embargo, presenta expresion asimétrica, es decir, los dos nucleos no
siempre expresan lo mismo. Su genoma esta repartido en cinco cromosomas diferentes (en
cada nucleo, con una longitud de ~12 Mb) y de forma diploide, en trofozoitos, por lo que en
este estado vegetativo tiene una ploidia 4N, numero que se cicla al doble, 8N, durante los
inicios de la mitosis y su diferenciacién a quiste. En general, por cada gen existe una copia
(alelo) en cada nucleo, significa que en total puede contener hasta cuatro alelos de un solo
gen, sin embargo se han reportado estudios donde se ha visto que hay 3 alelos por un gen en
lugar de 4 (Tumova et al, 2019), por lo que sus posibilidades de regulacién son muy amplias 'y
particulares, lo que es comprensible dado su complejo sistema de seializaciéon para
diferenciarse a quiste, y viceversa, sin embargo, este hecho fundamental de su biologia
plantea una de las preguntas mas profundas sobre este ser: dado que no se ha descrito ni
documentado observacidén alguna de un ciclo sexual en el microorganismo, se tiene por
aceptado que no lo tiene, entonces ¢cdmo hace para mantener tantas copias de un mismo
gen/cromosoma? (Adam, 1991). A este respecto, se sospecha de un mecanismo similar a la
meiosis referido como diplomixis (Poxleitner, M., K., et al, 2008) debido a la presencia de
genes especificos de este proceso, ademds de la baja heterocigocidad alélica (Morrison, H.,
G., etal, 2007) y del posible intercambio genético horizontal entre otros trofozoitos e inclusive

entre otros organismos.

Varios esfuerzos se realizaron en el pasado para conocer el genoma de este parasito;
actualmente se cuentan con bases de datos que contienen los datos de secuenciaciones de
varios grupos de investigacidon de manera que se tiene acceso al mapa completo del genoma
de G. duodenalis, sin embargo, no se han comprobado las funciones de numerosos genes,

http://giardiadb.org/giardiadb/home.do.
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El genoma del ensamble A, cepa WB, clona 6 ha sido secuenciado (Morrison, H., G., 2007) y
del estructuralmente compacto genoma de 11.7Mb se predicen 6,470 ORF’s con una distancia
intergénica de 372 pb, ademas, evidencia transcripcional provee consistencia con al menos
4,787 de éstos (Ankarklev, J., et al, 2010). Asi mismo, genes bacterianos y también propios de
arqueas han sido encontrados el genoma del parasito, por lo que se cree que su interaccién
con éstos ha moldeado su genoma. Se dice que es un genoma de baja complejidad o
minimalista debido a que contiene pocos intrones, pequefias secuencias no codificantes, los
UTR de los mensajeros son pequefios (comparado con otros eucariontes, tabla 2) y los genes
codifican para maquinarias simplificadas de replicacion, transcripcion, procesamiento de
mensajeros y otros RNAy las vias metabdlicas bdsicas de los eucariontes, ademas sus procesos
celulares son rudimentarios: requieres menos subunidades proteinicas y dentro de su

repertorio enzimatico se encuentran algunas parecidas a las equivalentes bacterianas.

Saccharomyces Plasmodium Trypanosoma Leishmania Entamoeba Encephalitozoon Trichomonas Giardia

cerevisiae falciparum brucei major histolytica cuniculi vaginalis lamblia
Size (MB) 12.5 22.8 26.1 328 ~24 23 ~160 11.7
%G+C content 38.3 194 46.4 59.7 ~25% 47.6 32.7 49.0
Proteins encoded 5770 5268 9068 8272 9938 1997 25,949 6470
Mean CDS (bp) 1424 2283 1592 1901 1170 1077 929 1283
Mean intergenic 515 1694 1279 2045 1245 129 1165 372
distance (bp)
Gene density, 0.48 0.23 0.32 0.25 0.41 0.97 0.34 0.58
per kbp
Introns 272 7406 1 0 ~2500 2 65 4
predicted
tRNAs 275 44 65 83 Subtelomeric 44 479 63

arrays

Tabla 2. Comparacién del contenido y organizacidon de genomas eucariontes. Tomada directamente

de Morrison, G, et al, 2007.

Ensambles

En un principio, se distinguia entre especies de Giardia segun el hospedero de donde se
aislard, sin embargo, conforme avanzaron las tecnologias de identificacidon proteinica y de
secuenciacion gendmica, se descubrié que algunas especies presentes en un huésped
especifico podia ser aislado de otro tipo de huésped y pudieron diferenciarse entonces dentro
de la especie G. duodenalis 8 ensambles genéticos diferentes, designados A-H. Mediante PCR
y determinacién de longitud de fragmentos de restriccidn en sitios con polimorfismos (RFLP,

por sus siglas en inglés) se pudieron delimitar éstos ocho ensambles (Heyworth, F., 2016). Los
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loci utilizados para la genotipificacion suelen ser B-giardina (bg), triosa fosfato isomerasa (tpi),
la subunidad menor del rRNA (ssu) y glutamato dehidrogenasa (gdh) (Feng, Y., Xiao, L. 2011).
Se ha observado que ciertos ensamblajes tienden a parasitar sélo ciertos hospederos,
mientras que otros pueden parasitar a una amplia gama de huéspedes diferentes, o bien, que
en un mismo huésped se encuentran mdas de un ensamble, ademas, diferentes loci de un
mismo aislado pueden contener secuencias de DNA tipicas de diferentes ensambles, por lo
gue determinar a qué ensamble pertenece un “aislado” de un huésped puede resultar dificil
(Heyworth, F., 2016). En humanos, los ensambles A y B son los asociados a giardiasis,

conteniendo un 78% de homologia en secuencias codificantes entre ellos (Ankarklev, J., 2010).

En este proyecto se trabajard con el ensamble A, con el subgrupo WB porque es la responsable
de la giardiasis en humanos, ademas es representativa de todas las especies de Giardia y no
contiene endosimbiontes (Lane, S., Lloyd, D. 2002), ademds de ser la mejor caracterizada
(entre otras cosas, su genoma es el completamente secuenciado) y de ser facil de crecer y

reproducir todo su ciclo de vida in vitro.

Dafios en DNA v vias de reparacion

Todo ser vivo puede sufrir dafio a su genoma por diversos factores, algunos intrinsecos a su
regulacion y metabolismo (dafios enddgenos), y algunos otros debidos al ambiente en el que
se desarrolla (dafos exdgenos), ya sea alterando su quimica o alterando su estructura. Se
estima que, al dia, se pueden llegar a acumular hasta alrededor de 1X10° mutaciones debido
a diversos factores; los sistemas de reparacién del DNA aseguran que menos de 1X10° de
estas mutaciones se establezcan. Entre los danos que puede sufrir el DNA se encuentran los
rompimientos de cadena sencilla (Single Strand Break, por sus siglas en inglés, SSB),
rompimientos de doble cadena (Double Strand Breaks, por sus siglas en inglés, DSB), inter e
intra cruzamiento de cadenas, modificaciones a las bases nucleotidicas (oxidacidn, alquilacion,
desaminacion), formacion de aductos entrecruzamiento de nucleétidos adyacentes (como los
dimeros de timina), apareamiento erréneo de bases no complementarias y bucles de
inserciones/deleciones. En general, ademas de los cortes de una y de doble cadena en el DNA,

los dafios a éste pueden ser divididos en dos clases: cambios quimicos en una sola base o

14



errores de replicacion, que afectan la secuencia nucleotidica pero no distorsionan la
estructura general del DNA, de manera que no afectan la transcripcidén, y los cambios que
provocan distorsiones estructurales en el DNA siendo un impedimento para la transcripcion y
la replicacién, como puede ser la unién covalente de dos bases adyacentes o entre cadenas
complementarias, apareamientos erroneos o pequefios bucles de inserciones/deleciones
(Krebs, J., E., et al., 2014). Dichos dafios pueden provocar mutaciones, inserciones, deleciones,
translocaciones, pérdida de cromosomas y de informacién esencial, en general, inestabilidad
gendmica, resultando en la induccién de apoptosis o hasta enfermedades fatales (Camarillo,
C., L., etal., 2009). La fuente de estos dafios es variada, proviene desde las especies reactivas
de oxigenos generadas por el mismo metabolismo celular, horquillas de replicacion
colapsadas, nucleasas, hasta agentes quimicos, radiacion ionizante y UV, entre otras. En
cualquiera de los casos, el dafio mas grave que puede llegar a sufrir el DNA son los
rompimientos de doble cadena, DSB, pues en estos la continuidad de una secuencia dada es
interrumpida, impidiendo su correcta decodificacién, plegamiento o interaccidon con otras
moléculas. La principal via de reparacién encargada de solucionar éste tipo de dafos es la

recombinacién homologa (Fleck, O. y Nielsen, O., 2004).

Teniéndose esto en cuenta, se considera que la integridad y estabilidad del genoma es en gran
parte lo que determina la viabilidad de los seres vivos, su desarrollo y reproduccion, por lo que
éstos han desarrollado multiples estrategias tanto para censar dafios/errores en el genoma
como para repararlos de forma precisa y fiel. En general, la respuesta celular ante el dafo al
DNA comienza con el sistema de deteccién de cada tipo de dafo, luego la activacidn de vias
checkpoint, le puede seguir el arresto del ciclo celular, si es necesario, y en seguida el inicio
del mecanismo de reparacion de DNA (Camarillo, C., L., et al., 2009). Los sistemas de
reparacion de DNA concertados por los sistemas eucariontes son seis vias fuertemente
conservadas: la reparacion por recombinacion homadloga (Homologous Recombination Repair,
por sus siglas en inglés, HRR), la unién de extremos no homadlogos (Non-Homologus End-
Joining, por sus siglas en inglés, NHEJ), la reparacién por escision de bases (Base Excision
Repair, por sus siglas en inglés, BER), la reparacidén por escision de nucledtidos (Nucleotide

Excision Repair, por sus siglas en inglés, NER), la reparacién de apareamientos erréoneos
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(MisMatch Repair, por sus siglas en inglés, MMR) y la reparacién mediante metiltransferasas,
aunque recientes investigaciones han revelado nuevas vias, como la BER acoplada a la
transcripcion, la replicacién inducida por freno y la insercidon de nucleétidos, asi como la
interconexidn de las seis principales vias (Fleck, O. y Nielsen, O., 2004). Todas actuan de forma
independiente o acopladas a otros mecanismos celulares, y a veces no con la intencién de
reparar el genoma sino con la de darle mantenimiento o bien para otros fines, como por
ejemplo, la generacidn de anticuerpos, que requiere de los mecanismos de recombinacién
homologa para generar nuevas combinaciones de segmentos proteinicos, o como en otro
ejemplo donde el sistema MMR acoplado a la duplicacidon del DNA durante la fase S, ayuda a
la actividad Proof Reading de la DNA polimerasa a mantener la fidelidad de la copia. Estas seis
vias de reparacion de DNA en eucariontes han sido ampliamente descritas en levadura y
humano, sin embargo, poco se sabe de sus equivalentes en otros eucariontes como los
protozoarios, aun menos en aquellos parasitarios, quienes se encuentran continuamente
expuestos a la accion de farmacos y a la presidon del sistema inmune de su hospedero, factores

gue pudieran perturbar la estabilidad de su genoma (Camarillo, C., L., et al., 2009).

Via de reparacion de apareamientos erroneos, MMR

En general son tres pasos los que dan origen a la alta fidelidad de la replicacién de DNA en los
organismos: la polimerizacién 5’ 3’ por parte de la DNA polimerasa, que genera 1 error en
cada 10° nucledtidos afiadidos, su actividad “proof Reading”, que genera 1 error en cada 10?
nucledtidos afiadidos, y la via de reparacion MMR, que genera 1 error en cada 103 nucleétidos
afiadidos; juntos se obtiene una taza de error de 1 en cada 10'° nucleétidos afiadidos durante
la replicacién, lo que implica una probabilidad muy baja de que un error se mantenga en el
DNA cuando es replicado (Alberts, B., et al., 2015). Estos errores se manifiestan cuando se
enfrentan interacciones no complementarias (A:G, C:T) entre bases de una cadena de DNA,
asi como pequefios segmentos deletados/insertados que no se aparean con la cadena
complementaria (Insertion Deletion loops, IDL), situacién de mayor frecuencia en regiones
microsatélite, ya sea porque el error escapd de la actividad “proof reading” de la DNA
polimerasa o porque ésta agregd nucledtidos azarosamente. Aunque es pequefia, la

probabilidad de afadir nucleétidos erroneos, durante la replicacién se manifiesta y genera
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apareamientos erréneos, a diferencia de los IDL’s que si generan una distorsion en una sélo
cadena, que ademads de ser un error en la secuencia nucleotidica, provocan distorsiones en la
estructura general del DNA. Dicha distorsidn es detectada y reparada por la via MMR, sin
embargo, la distorsion por si sola, al presentarse en ambas cadenas de una misma hebra de
DNA, no facilita la deteccién del nucledtido errdneo, el sistema soélo reconoce dos bases mal
apareadas. Aun asi, sélo la cadena que contiene el error es procesada. Surge entonces la
pregunta: écomo se distingue entre la cadena con la secuencia original y la cadena que
contiene el error que provoca la distorsion detectada por la via MMR para que ésta la repare?.
En procariontes, la respuesta yace en el sistema de metilacion: Al tiempo inmediato a la
replicacion del DNA, sdlo la cadena parental/templado lleva grupos metilo, principalmente en
las adeninas de la secuencia consenso GATC, momento conocido como estado hemimetilado,
por lo que el sistema MMR puede entonces distinguir entre la cadena que contiene el errory
la cadena original (metilada). Los apareamientos erréneos son entonces fielmente corregidos,
con respecto a la secuencia original mediante el reconocimiento de la hemimetilacién en la
secuencia GATC, y preferencialmente podrd reparar errores a 1 kb de distancia de dicha
secuencia (Krebs, J., E., et al., 2014). Mientras tanto, en eucariontes, la respuesta no ha sido
elucidada, sin embargo, evidencias apuntan a varias razones: detras de la horquilla de
replicacion, la cadena lagging contiene nicks que surgieron de la eliminacién de los
fragmentos de Okazaki, y sirven como sefal de reconocimiento de la cadena recién
sintetizada, sin embargo, este modelo deja un problema: la cadena leading deberia contener
también nicks para que el sistema MMR distinga entre la cadena templado y la recién
sintetizada, sin embargo, esto no es asi, en la cadena leading no hay nicks y aln asi la via MMR
logra repararla cuando es necesario (Alberts, B., et al., 2015). Por otro lado, en la via MMR
eucarionte, que mas se diversificé y mads especifica puede llegar a ser, se desarrollaron
proteinas Mut T. M y Y se encarga de reparar apareamientos erréneos causados por estrés
oxidativo, siendo el principal de estos dafios el cambio de G a 8-oxo-G. Aqui, la distincién entre
cadenas no tiene importancia porque lo que al ser censado como dafio es suficiente para que

sea tratada (Krebs, J., E., et al., 2014).
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El mecanismo general de accidon de esta via es relativamente sencillo. Comienza con la
deteccion de dafio especifico en el DNA, que como se ha mencionado ya antes puede darse
por errores durante la replicacidn, principalmente; el dafio es detectado mediante el dimero
MUTS en procariontes y MUTSa/B/otros en eucariontes, que se une a la regién del DNA donde
se detectd el dafio y recluta al complejo MUTL en procariontes y MUTLa/B/otros en
eucariontes, y cuya funcidn es crear un nick, que es un incisién en el esqueleto de la cadena
de DNA, y desnaturalizar ligeramente las dos hebras para permitir el paso a nucleasas varias
que degradaran la regidon adyacente al dafo, junto con éste, para que al final una DNA
polimerasa resintetice la regiéon y por ultimo, una ligasa selle los extremos (Figura 3). A
diferencia del sistema procarionte, donde el homodimero MUTS actua en cualquier tipo de
daino que active la via MMR, en eucariontes, en general, para cada tipo de dafio que la via
MMR pueda reparar, existe un dimero especializado para su reconocimiento, como bien
pueden ser bucles de pequefias inserciones/deleciones, detectadas principalmente por el
heterodimero MUTSB (MSH2-MSH3), o dafios originados fuera del proceso de replicacidn,
como los que podrian darse durante reparaciones mediadas por recombinacion homodloga,
donde antes de que se de dicho proceso, MSH4 o MSH5 actuan anclandose al dafio y lo liberan
hasta que esté reparado, o en aquéllos originados por estrés oxidativo, como se ejemplificd

anteriormente.
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Replication slippage
generates a
single-strand loop

MutS binds ‘
to the mismatch

MutL binds

Mismatch is removed ‘
by exonuclease,
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Figura 3. Mecanismo de accidon de la via MMR acoplado a replicacién (Krebs, J., E., et al., 2014), durante
el cual se censa una pequefia insercidon/delecidon que genera un rizo de cadena sencilla detectado por
MutS, que a su vez provoca el reclutamiento de MutL, encargado de generar el corte de cadena sencilla

que dirija y dé lugar a la reparaciéon mediante reseccidn, resintesis y ligacion.

Dentro de la via MMR en procariontes pueden distinguirse dos mecanismos diferentes
basados en la especificidad del dafio o error detectado y el tamaio de éste, ambos descritos
en Escherichia coli: el de parche largo y el de parche corto. El primero, Long-patch mismatch
correction, por como se conoce en inglés, ha sido descrito en procariontes, en E. coli, y en
eucariontes existen evidencias del mismo mecanismo, en cultivos celulares de mamiferos y
Drosophila melanogaster y Sacharomyces cerevisiae; en este mecanismo, la especificidad por
la cadena a reparar estd dirigida por sefiales secundarias que pueden estar localizadas
lejanamente del sitio errédneo. La caracteristica principal de este mecanismo se presenta en el
paso de reseccién de la cadena dafiada, en el que a la cadena procesada se le retira alrededor
de una kilobase. Dicha sefial secundaria que gobierna la discriminacidn entre la cadena dafiada
y la original en E. coli es la presencia de grupos metilo en las adeninas de la secuencia consenso

GATC (figura 3), que cuando recién se da la replicacion del DNA, sélo se encuentra en la cadena
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que fungié como templado, permitiendo a la maquinaria MMR distinguir entre la cadena
nueva y la original, y asi dirigir la reseccion en la nueva, que es en la que se encuentra el dafio
(mal apareamiento causado por error durante la replicacion) (Modrich, P., 1991). El
paralelismo de este mecanismo especifico entre procariontes y eucariontes se sugiere reside
en la DNA polimerasa requerida en el ultimo paso de la via, la resintesis de la cadena escindida,
que en eucariontes es la misma que realiza la replicacién, DNApol. lll, mientras que en
eucariontes existe evidencia que sugiere que la resintesis es realizada por la DNApol a
(Holmes, J., et al., 1990). Por otra parte, el mecanismo de parche corto, Short-patch mismatch
repair por su nombre en inglés, ha sido identificado en células de mamiferos y en bacteria y,
en contraste con el Long-patch, la longitud resectada de DNA adyacente al dafio detectado es
de alrededor de 10 nucleétidos o menos y la sefial de discriminacion entre la cadena dafiada
y la original puede provenir de la naturaleza del mismatch o del ambiente secuencial

inmediato (Modrich, P., 1991).

Debido a que los IDL’s tienen mayor frecuencia de aparicién en regiones con secuencias
repetitivas, como las regiones microsatélite, gracias al fenédmeno conocido como Slipage por
parte de la DNApol, donde facilmente puede deslizarse sobre el templado y afadir en Ia
cadena nueva pequefias repeticiones de forma desfasada, es que una falla en el sistema MMR,
especialmente en el heterodimero MutSB (MSH2-Msh3), especializado en el reconocimiento
de IDL’s, puede provocar enfermedades relacionadas a cambios en el nimero de repeticiones
de una secuencia, por ello, mutaciones en la via MMR son biomarcadores de propensién a

dichas enfermedades.

En G. duodenalis, la sintesis de nuevas cadenas de DNA se da en gran medida en puntos clave
de su ciclo de vida, pues a cada etapa corresponde un cambio en su ploidia. Cuando este
cambio es aditivo, cada cromosoma debe ser replicado hasta dos veces en un tiempo
relativamente corto, por lo que los sistemas de deteccidon de errores deben mantenerse en
constante actividad, siendo la via MMR de suma importancia pues va acoplada a la horquilla
de replicacién y es la segunda linea de defensa contra errores (tomando la actividad Proof
Reading de la DNA polimerasa como la primera), ademas de intervenir en los procesos de

recombinacion que se dan durante varias etapas del ciclo de vida de G. duodenalis, impidiendo
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la recombinacion de cadenas heterdlogas hasta que las homogenice, por ende, su actividad
en G. duodenalis, como en todos los organismos con dicha via, es imprescindible (Hingorani,

M., M., 2016).

La via de reparacién MMR funciona sobre el DNA mas alld de su forma candnica reparando
errores propios de la replicacién. En algunos casos coopera con la fidelidad de la
recombinacién homodloga evitando el intercambio de cadenas heteroduplex o en la
hipermutacién somatica para la diversidad de anticuerpos, promoviendo estabilidad
gendmica, y en otros casos procesando el dafio oxidativo en el DNA. Por ejemplo, MutSpB, que
originalmente se une a pequefias inserciones/deleciones post-replicacién o durante
recombinacion, también se une a DNA con extremos cohesivos para iniciar la remocién de los
sobresalientes 3’ no homdlogos durante la reparacién de rompimientos de doble cadena
(Hingorani, M., M., 2016). A manera de recopilacién, Spampinato y su equipo de trabajo
resefian una serie de experimentos en los que se asocia fuertemente la correcta funcionalidad
de los componentes basicos de la via MRR (como MSH2, MLH1, PMS1/2, entre otro) con la
frecuencia y fidelidad de la recombinacion homologa. Los autores concluyen ademas, que las
proteinas de la via MMR se han visto involucradas en prevenir niveles altos de recombinacién
ilegitima y mas bien promoviendo la recombinacién homdloga (Spampinato, C., P., et al,
2009). Por otro lado, la via MMR se ha visto también participe de la recombinacidon meidtica
(crossing over) cooperando en la reparacién de rupturas de doble cadena durante la

resolucidn de las uniones Holliday (Manhart, C., M. y Alani, E., 2015).

Homologos eucariontes de MutS

En un principio, los genes involucrados en el control de fidelidad de replicacidén y reparacién
de DNA se identificaban mediante la generacidon de mutaciones especificas que se observara
que provocara un fenotipo mutante (aumento en la frecuencia de aparicion de mutaciones),
por lo que a los genes identificados mediante esta técnica se les conoce por Mut. Muchos
genes asi identificados han resultado formar parte de la via de reparacién MMR (Krebs, J., E.,
et al., 2014). Cuando se extrapold el estudio de dicha via en eucariontes, las proteinas

homoélogas del mecanismo fueron nombradas como “homdlogas de “MutS/L” o “MS/LH”, por
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sus siglas en inglés. Dependiendo del tipo de error en el DNA, existen diferentes
heterodimeros MutS en eucariontes; cada complejo MutS, generalmente formado por MSH2
como base estructural y alguna otra “MSH”, como puede observarse en la tabla 3, es afin a un

tipo de error de apareamiento entre bases en el DNA.

Componente Sustrato o acoplado a:
MutSa (MSH2/MSH®6) +1b, mismatches; replicaciéon
MutSB (MSH2/MSH3) 2-4b, mismatches; replicacion

MSH4 y MSH5 Recombinacién homoéloga

MutT,-My-Y Estrés oxidativo

Tabla 3. Ejemplos de heterodimeros eucariontes componentes de la via MMR (Pochart, P., et al, 1997;

Spampinato, C., P., et al, 2009; Edelbrock, M., A., et al, 2013).

Es el caso de las proteinas que conforman el complejo central de la via en eucariontes: MutSa,
heterodimero compuesto de MSH2 y MSH6. Dicho heterodimero inicia la via de reparacién
MMR y funge como sensor de apareamientos erroneos en el DNA de manera inmediata a la
replicacion. Cuando éste detecta un mal apareamiento de bases en el DNA, principalmente
aquéllas originadas durante la replicacién, como son los cambios de dC por dT, generandose
un apareamiento erréneo G-T, asi como pequeiios IDL’s de no mas de cinco nucledtidos,
cambia ligeramente de conformacién de manera que puede hidrolizar ATP y reclutar a MutL-
Pms1. Mecanisticamente, el reconocimiento se da gracias al fendmeno de apilamiento de
bases y aminoacidos aromaticos (mediante la fuertemente conservada fenilalanina 337 en
Msh6 de S. cerevisiae, por ejemplo (Spampinato, C., P., et al, 2009)) y la interaccién cercana
con el esqueleto de fosfatos-azlcares y los dominios de union al DNA en cada subunidad;
MutSa se desliza sobre el DNA hasta que un mal apareamiento le permite formar dicho
apilamiento y con ello, mediante su cambio de conformacién, provocar una torsion de 60° en
el DNA, aqui se afianza la interaccion con la region y el MutSa no se desliza mas, por cierto

tiempo.
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Las proteinas de la superfamilia MutS eucarionte se caracterizan por conservar la estructura
secundaria mostrada en la figura 4, en la que se contienen estos cinco dominios, en orden N-
terminal a C-terminal: el dominio | complementa la interaccidon del dominio IV con el DNA,; el
dominio Il funge estructuralmente como conexion entre los dominios | y lll; el dominio I, que
se divide en dos partes, embebiendo al dominio IV, funciona como palanca entre los demas
dominios y el V; el dominio IV es la base estructural de la abrazadera que interactua
directamente y de forma no especifica con el DNA; y el dominio V actia como a la vez como
modulo de dimerizacién con otras proteinas MutS y como sitio de unién e hidrolisis de ATP

(Edelbrock, M., A., et al, 2013).

|
(MutSIT)- NS (NS

- Sali

| 1B

Figura 4. Estructura secundaria tipica de la superfamilia MutS. (http://pfam.xfam.org/protein/P43246)

En la MSH2 humana, el dominio | se encuentra entre los aminoacidos 1y 124, cuya estructura
secundaria es una mezcla de a hélices y B plegadas. En eucariontes, este dominio difiere del
de procariontes en la cantidad de contactos que realizan al interactuar con DNA; mientras que
el de procariontes forma multiples contactos, el de eucariontes forma sélo un contacto con el
DNA. El dominio Il de hMSH2 abarca los aminodcidos 125 a 297 y también es una mezcla de a
hélices y B plegadas. El hecho de encontrarse tridimensionalmente estrecha a los dominios Il
y V sugiere que esta involucrado en sefalamiento, ademas, gracias a la presencia de tres rizos
superficiales no conservados en procariontes, se sospecha de su interaccion con otras
proteinas. El dominio Il de hMSH2 se compone desde el aminoacido 300 hasta el 456 y del
554 al 619, y estd conformado principalmente por largas a hélices, como la que separa el
dominio IV del V, que esta fuertemente conservado, y que parece servir de transductor de
sefiales entre la actividad ATPasa, del dominio V, y la interaccién con DNA, de los dominios | y
IV. De forma contraria, el dominio IV de hMSH2 es principalmente B plegadas, ademas, se
forma a partir del aminodcido 457 y termina en el 553, y realiza multiples contactos no
especificos con el DNA. Por ultimo, el dominio V de hMSH2, comprendido entre los

aminodcidos 620 y 855, contiene el dominio ABC-ATPasa que es la regién mas conservada
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entre los homadlogos MutS, ademas de un motivo hélice-vuelta-hélice que interacciona con el

dominio V de otra MutS para dimerizarse (Warren, J., J., et al, 2007).
Antecedentes

Richard Fishel y colaboradores demostraron in vitro que MSH2 humana es capaz de unirse por
si sola a mmDNA mediante ensayos tipo EMSA (Electro Mobility Shifting Assay), figura 6.
Incubaron dicha proteina purificada con oligos de 39-pb marcados radiactivamente con 3P y
luego, mediante electroforesis, observaron el retardamiento creciente de la sefial radiactiva

al aumentar gradualmente la cantidad de proteina MSH2 presente.

En la figura 6 se muestran algunos experimentos en los que se observa la interaccién de MSH2
por si sola con DNA. La grafica del panel A es la cuantificacion de la sefial radiactiva de la sonda
retenida en complejo con MSH2 con la que calcularon que la unién del complejo aparenta ser
cooperativa y que alcanza un 80% de saturacién cuando la relacidon proteina:DNA es de 4:1.

(Fishel, R., et al, 1994).
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Homoduplex Heteroduplex
MSH2 + + + + +++ +
PMS1 + o+ + + ++ 4+ o+
MLH1 + + + + + + + +
ATP + +

123 458678 210111221314 15

Figura 6. Experimentos antecedentes que muestran conclusiones paralelas entre si sobre la afinidad
de MSH2 por mmDNA y por DNA homoduplex. A) Ensayo de interaccion MSH2 humana vs. mmDNA.
Izg. Gel de cambio de retardamiento de sonda radiactiva con respecto al aumento de concentracidon
de MSH2. Der. Cuantificacién de la sefal radiactiva retenida en complejo MSH2-mmDNA. B) Ensayo de
competencia de sustrato en el que enfrentan al complejo proteina-DNA contra una sonda sin sefial
medible que provoca el decremento en la intensidad del complejo inicial: la curva heteroduplex cae
mas drasticamente que la homoduplex, indicando que hMSH2 tiene mayor afinidad por el mmDNA
(Fishel, R., et al, 1994). C) ensayo tipo EMSA en el que en los carriles donde se enfrenta la sonda sélo
contra SCMSH2 (carriles 2 y 8) se tiene una banda de mayor intensidad cuando la sonda contiene un

mismatch (heteroduplex) (Prolla, T., A., et al, 1994).

De manera andloga, Niels de Wind y su equipo de trabajo encontraron que MSH2 de ratén

tiene una mayor afinidad, por si sola, a mmDNA con el apareamiento erréneo G.T, ya mmDNA

25



con una insercion dinucleotidica GT (extrahelical), que a otros tipos de mismatch y que a DNA
homoduplex. En este experimento, incubaron extractos de lineas celulares wild type y MSH2-
/-, como control negativo, con sondas dsDNA de 38 pb marcadas radiactivamente vy
observaron mediante electroforesis la actividad de union MSH2-mmDNA (Figura 7). Como
control positivo del retardamiento de la sonda debido a la formacién de un complejo con una
proteina, incluyeron las incubaciones de los extractos de ambas lineas celulares con sonda
marcada radiactivamente y que contenia la secuencia de unién de E2F. (de Wind, N., et. al,

1995).

Con el objetivo de determinar a mayor profundidad las propiedades de unién de los
principales componentes de la via MMR en eucariontes, MSH2-MSH6, MLH1-PMS1, a DNA,
Drotschmann y colaboradores realizaron mutaciones puntuales en los genes Msh2 y Msh6 de
S. cerevisiae para luego evaluar los pasos rio abajo de la via MMR, basandose en la estructura
cristalina del homdlogo bacteriano MUTS de Thermus aquaticus. Mediante la medicién de la
frecuencia de mutaciéon empleando el gen Lys2 (que es el inicio de la biosintesis de lisina) con

un apareamiento erréoneo, los autores determinaron qué aminoacidos de MSH2 y MSH6
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Figura 7. Afinidad de MSH2 por mmDNA especificos. En este ensayo de actividad de actividad de unién
a mmDNA, al fondo se observa la sonda radiactiva sin interaccidn y, a la altura sefialada por las flechas,

el complejo MSH2-mmDNA. (de Wind, N., et. al, 1995).

representan mayor importancia en el sistema de reparacién MMR. Corroborando tal
informacién mediante ensayos tipo EMSA donde enfrentan MSH2-MSH6 contra DNA con y sin
apareamiento erréneo y los respectivos complejos con MSH6 con mutaciones puntuales. Sus
resultados sugirieron que varios aminoacidos interfieren en la interaccidn con el esqueleto de
DNA (fosfatos y azucares) cerca del apareamiento erréneo son criticos para la actividad de
reconocimiento y posterior reparacion. Dichos contactos aminodcido-DNA inducen el
apilamiento base-fenilalanina (MSH6)-base (Figura 8) que permite la interaccion principal de
reconocimiento de apareamiento erroneo, ademas de puentes de hidrégeno entre MSH6 y la
base mal apareada, estabilizando asi la conformacidn torcida del DNA (~60°; Figura 8, arriba)
gue permite los siguientes pasos de reparacién. Tal fenilalanina se encuentra en la posicién
39 en MUTS de T. aquaticus mientras que su posicién en MSH6 de S. cerevisiae es 337.
Determinaron también que el complejo MLH1-PMS1 se une al DNA independientemente de
apareamientos erréneos. En resumen, el modelo de reconocimiento de apareamientos
erréneos por parte de MSH2-MSH6 y su homdlogo bacteriano MUTS como inicio de la via
MMR que Drotschmann y colaboradores proponen es que el dimero avanza sobre el DNA
buscando apareamientos erroneos probando cada sitio posible a que se tuerza; la facilidad de
torsién mediada por el dimero indicara entonces que se ha encontrado un apareamiento

erroneo (Drotcshmann, K., et al., 2002).
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Figura 8. Estructura cristalizada de MUTS de T. aquaticus en complejo con DNA con un apareamiento
erréneo y sus interacciones proteina-mmDNA (mismatched DNA). En colores los aminoacidos que
hacen contacto de MUTS. Las flechas rojas indican interacciones Van der Waals, mientras que las azules

son puentes de hidrégeno (Modificada de Drotcshman, K., et al., 2002).

En la busqueda por la via MMR en eucariontes y sus similitudes con el equivalente en
procariontes, Spampinato y colaboradores presentan alineamientos de las proteinas MSH2,
MSH6 y MSH3 de S. cerevisiae, Homo sapiens, Arabidopsis thaliana, y la MUTS de E. coli para
encontrar los dominios conservados a través de la evolucidn. Segun sus resultados in silico
(Figura 9), se conservan fuertemente los cinco dominios principales de MUTS, especialmente
el ly el V, quienes se encargan de unirse al apareamiento erréneo y a ATP, respectivamente.
Ademas, la fenilalanina 39 de MUTS que se encarga de permitir la torsién de reconocimiento
de la base no apareada, se encuentra en posiciones equivalentes de las proteinas homodlogas

analizadas (Spampinato, C., P., et al., 2009).
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Figura 9. Dominios conservados entre la proteina MUTS de E. coliy las homélogas MSH2, MSH3 y MSH6

(Spampinato, C., P., et al, 2009). En los recuadros rojos las regiones de gran similitud dentro de los

dominios de relevancia.
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Por otro lado, Ramesh y colaboradores, buscaron en el genoma de G. duodenalis genes
especificos de la meiosis, y encontraron, entre otros, los genes putativos de la via de
reparacion MMR, entre los cuales estan MSH2 y MSH6 (MUTSa). Tal hecho tiene consistencia
con el punto de accién de la via MMR, que no se limita a reparar errores de replicacion, sino
gue también frena la recombinacion homodloga entre cadenas heterodlplex durante la
meiosis hasta que las convierta en homoduplex; ademas del hecho de que G. duodenalis
presenta una ploidia variante durante su ciclo de vida y varias recombinaciones “meiodticas”,
por lo que debe tener la maquinaria suficiente para dar fidelidad a dichos procesos. Ahora
bien, gracias a sus ensayos in silico (alineamientos y creacidn de arboles filogenéticos), Marilee
Ramesh en 2005, encontré que las proteinas MSH2 y MSH6 (MUTSa) de S. cerevisiae y de G.
duodenalis se encuentran cercanamente relacionadas con otros organismos modelo, como el
humano, donde la via de reparacion de apareamientos erréneos (MMR) esté caracterizada

(figura 10).
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Figura 10. Relaciones filogenéticas entre homdlogos de MutS entre eucariontes (Ramesh, M. A,, et al.,

2005).
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Justificacion

La via de reparacion MMR ha sido ampliamente descrita, aunque aun se desconoce el papel
de la actividad de unidn/hidrélisis de ATP por parte del complejo MutSa. No obstante, la via
de reparacion MMR no ha sido descrita en G. duodenalis. Investigar dicha via en este
organismo podria esclarecer las bases moleculares del sistema MMR eucarionte, ademds de
identificar posibles blancos terapéuticos para tratamiento de la giardiasis. Por otra parte, dada
la ploidia variante de G. duodenalis durante su ciclo de vida, la via MMR debe ser crucial para
mantener la estabilidad gendmica y viabilidad celular. Por lo tanto, es importante investigar

la via MMR este organismo.
Hipétesis
La proteina MSH2es capaz de reconocer y unirse in vitro a DNA de manera semejante a sus

homodlogos bacterianos (MutS de E. coli) y homdlogos eucariontes (MSH2 de H. sapiens y de

S. cereviceae) de manera dependiente de ATP.

Objetivo

Caracterizar in vitro la proteina putativa MSH2 de G. duodenalis

Objetivos particulares
1. Identificacion in silico de MSH2 putativa de G. duodenalis.
2. Clonacidn, expresion y purificacién de GdAMSH2.

3. Determinacién de unidon de GAMSH2 recombinante a dsDNA, con y sin ATP.

Estrategia Experimental

Extraccion de DNA
gendmico de G.
duodenalis WB

Identificacion in silico

o . Clonacion de amplicén
. Disefio de primers
de dominios
-’l para GdMSH?2 en ve.z?tor de
conservados expresion pRSET

y

Oligos L e
complementarios de GdMSH2 + Expresion, y purificacion Transformacion
dsDNA + ATP en £. coli Bl21-star en E. coli Top10

quoreitc)giaados - (T7pol) .

restriccidén v secuenciacion

="
I Ensavos EMSA I \l Confirmacién por PCR,




Metodologia

Ensayos in silico

Se identificaron dominios conservados entre MSH2 de G. duodenalis y las proteinas
homadlogas en Homo sapiens, Saccharomyces cerevisiae y Escherichia coli, donde la via MMR
ya haya sido caracterizada. Para ello se utilizaron las herramientas de busqueda e
identificacion: BLAST de NCBI y base de datos del genoma de Giardia

https://giardiadb.org/giardiadb/; y de alineamiento Clustal https://clustalw.ddbj.nig.ac.jp/ y

Espript3 http://espript.ibcp.fr/ESPript/ESPript/. La proteina GAMSH2 se modeld a través de |-

TASSER  https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/ para su comparacién  por

sobrelapamiento con las respectivas proteinas de H. sapiens y E. coli en Pymol.
Oligonucledtidos utilizados

El disefio de las construcciones plasmidicas fueron realizada mediante Vector NTI, de Thermo
Fischer Scientific. Todas las reacciones PCR y los cebadores para éstas fueron disefiadas con
Oligo 7, de Molecular Biology Insights, Inc. Los siguientes son los oligonucledtidos disefiados
y utilizados para amplificar el gen GdMsh2 completo y otorgarle una regidén complementaria
al vector pET100 para su clonacién: gMsh2F,
5'TCATCATCATCATGGTATGGCTGGTACCATGGAGCAGCAGTGGG-3’; gMsh2R,
5’AGCAGCCGGATCGTTGAGCTTAAGTCAGGTTGCTTCACCAGCG 3’; y para verificar la ligacion:
M2pet-F2, 5TAATACGACTCACT ATAGGG3’; M2pet-R2, 5 AGAAGGCGTAAAGATTCCCC 3'. Para
el extremo 3’ del gen, 5’ACCCTTGTACAGCAGCCGAA3’; 5’TAGTTATTGCTCAGCGGTGG3'.

Para la clonacion IVA, detallada mas adelante, los oligonucleétidos disenados y utilizados
fueron los siguientes: Para el inserto GAMSH2: F2IVA, 5 GTGGATCCATGGAGCAGCAGTGGGCA 3’;

R2IVA 5 CAAGCTTTCAGGTTGCTTCACCAGCG 3’; F2pRIVA, 5 CAACCTGAAAGCTTGATCCGGCTG 3;
R2pRIVA 5" GCTCCATGGATCCACCCTGGAAG 3'.

El oligonucledtido para secuenciar alrededor del nucleétido 1890 es: %

GCCCTGGGTACAGCGAAGAA 3.
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Cultivo y Extraccion de DNA genémico de trofozoitos G. duodenalis

Se inocularon axénicamente 90 uL de G. duodenalis en 15 mL de medio TYI-S-33 completo (+
10% suero de ternera + 1 % antibiético/antimicético, HyClone® (modificacion de Keister, D.,
B., 1983) para dejar crecer durante 1 dia. Al observarse pastilla al fondo se incubd en hielo
durante 30 minutos para despegar las células de la pared interna del tubo. Luego se centrifugd
a 8,000 x g a 4°C durante 10 minutos y se desechd el sobrenadante. Posteriormente, se lavd
el pellet celular tres veces resuspendiendo en 2 mL de PBS 1X (NaCl 137 mM, KCl 2.7 mM,
NaxHPO410 mM, KH2PO4 1.8 mM, pH = 7.4). Se incubd la pastilla obtenida en 350 uL de buffer
de lisis alcalina para Giardia (tris-HCI 10 mM, EDTA 10 mM, NaCl 150 mM, SDS 0.4 %,
proteinasa K 20 mg/mL, pH = 7.4) durante 16 horas a 65°C. En seguida se hirvié durante 10
minutos a bafio Maria, se afiadieron 2.5 puL de RNasaA (10 pug/mL) y se incubd a 65° C durante
1 hora. Afadido 1 volumen de fenol-cloroformo-isoamilico (25:24:1), se mezcla en vértex
hasta obtener una emulsién de consistencia lechosa. Luego se centrifugd a 14 krpm durante
15 minutos y se recuperd la fase acuosa. Para precipitar el material gendmico se precipitd con
10 % de acetato de sodio 3 My 2.5 voliumenes de etanol absoluto, grado biologia molecular,
y se reposd durante ~12 horas a -20° C. Se centrifugd a 10 kG por 20 minutos a 4°C y se
realizaron tres lavados con etanol 70%.La pastilla de DNA se secd a temperatura ambiente
durante 30 minutos y se resuspendié en 100 pL de agua libre de sales y nucleasas (MilliQ). El

DNA obtenido se almacend a -20° C.

Como control de integridad del material gendmico obtenido, se llevd a cabo una electroforesis
del mismo en un gel de agarosa 1% en buffer TBE 0.5X (0.0445 M Tris, 0.0445 M 4cido bérico
y 0.001 M EDTA). Ademas, para comprobar que el DNA gendmico fuera de calidad suficiente
para amplificar secuencias, se llevd a cabo una PCR dirigida al gen PDI-1 con los siguientes
cebadores: PDI-F 5" ACTCCTCTGCTCCTTGTG 3’; PDI-R 5’ CTCCTTCGCTGCTTTCAC 3’. El tamafio

esperado del amplicén es de 423 pb y las condiciones de la PCR son las siguientes:

Desnaturalizacion inicial 94°C, 5’
Desnaturalizacién 94° C, 30”

Alineamiento 55°C, 30” 30 ciclos
Extension 72°C, 30”

Extension final 72°C, 7’
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Incubacion 4°C, o

Amplificacion y clonacion del gen putativo Gdmsh2 a partir de DNA gendémico de G.

duodenalis

A partir de las secuencias depositadas en GDB (http://giardiadb.org/giardiadb/home.do), se

disefaron los cebadores dirigidos al gen ortélogo putativo Gdmsh2 para su amplificacién por
PCR PHUSION High-Fidelity PCR Master Mix (NEB®, #MO0531). La secuencia del gen
mencionado se obtuvo a partir de la busqueda BLASTp en dicha base de datos utilizando la

secuencia de H. sapiens y S. cereviceae por separado.

Condiciones de la amplificacion de Gdmsh2 con complementariedad a pET100:

Reactivos volumen

2X Phusion® Master Mix 75 uL

gMsh2F, 10 uM 7.5 uL

gMsh2R, 10 uM 7.5 uL

DNA gendmico, 100ng 3uL

Agua MilliQ hasta 150 ulL
Desnaturalizacion inicial 98° C, 30”
Desnaturalizacion | 98° C, 10”

Alineamiento | 58°C, 30” } 5 ciclos
Extension | 72°C, 1.5
Desnaturalizacion Il 94°C, 30”

Alineamiento y extensién |l 70°C, 2’ :L 30 ciclos
Extension final 72°C, 10’

Incubacién 4°C,

Posteriormente, para su clonacion en pET100, el amplicdn se purificé mediante electrodialisis
a partir de la banda correspondiente a 2.9 kb cortada del gel de electroforesis preparativo
(agarosa 1%) en TBE 0.5X. Al tampdn con el amplicdn eluido se le afiadieron 2.5 volumenes de
etanol absoluto y 5 % de glicerol, para dejar reposar durante ~12 horas a -20° C. Luego se
centrifugdé a 10 kG durante 15 minutos a 4° Cy se deseché el sobrenadante. Se realizaron tres
lavados agregando etanol 70 % y centrifugando a 10 kGdurante 5 minutos. Al retirarse el
sobrenadante restante, se dejo secar durante 30 minutos y se resuspendié en 30 ulL de agua

desionizada y se almacend a —20°C hasta su posterior uso.
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Para la preparacion del amplicon utilizado en la clonacién IVA en pRSET, basté con emplear
directamente el producto fresco de PCR (empleando la DNA polimerasa de alta fidelidad

Phusion, de NEB®, #M0530S), cuyas condiciones fueron:

Reactivos volumen
Buffer 5X 50 uL
dNTP’s mix 5uL

F2IVA, 10 pM 12.5 pL
R2IVA, 10 uM 12.5 pL
Polimerasa Phusion® 2.5 uL

DNA gendmico 5uL

Agua MilliQ hasta 250 ulL
Desnaturalizacion inicial 98° C, 30”
Desnaturalizacion 98° C, 10”
Alineamiento 58.9°C, 30’} 35 ciclos
Extension 72°C,1.75
Extension final 72°C, 7

Incubacién 4°C, oo

La concentracion del amplicon de 2.9 kb se midié a través de espectrofotometria con un

Nanodrop 2000 (Thermo Scientific).

En el caso de los amplicones obtenidos para IVA cloning no hubo necesidad de purificacién

pues segun la misma técnica de ligacién, los productos de PCR se usan frescos.
Defosforilacion del producto de PCR pRSET

Para dar lugar a la ligacion inserto-vector en el IVA cloning, se sometié a defosforilacion al
producto fresco de PCR del vector pRSET inmediatamente anterior descrito. Para ello, se
suspendio el amplicon en buffer 1X (a razén de 0.5 pg/5uL) para después agregar 0.5 unidades
de CIP (Alkaline Phosphatase, Calf Intestinal, M0290S, NEB®) por cada pg de DNA. En seguida,
la reaccion se incubd a 37° C durante 1 hora y finalmente se precipitd el DNA resultante: se
agregod 5 % de acetato de sodio 3 My 2.5 voliumenes de etanol 100 % grado biologia molecular
y se incubd a -20° C durante 2 horas, luego se centrifugd a 14.5 krpm durante 30 minutos para
después lavar la pastilla de DNA con 20 plL de etanol al 70 %, dos veces, centrifugando a 13

krpm durante 7 minutos. Al final, se dejé secar a temperatura ambiente y se resuspendid en
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10 pL de agua desionizada. Se estimo la cantidad de vector defosforilado resultante mediante

espectrofotometria como se indica a continuacion:

Amplicén ng/uL 260/280 260/230
Gdmsh2  617.05 1.41 0.59
pRSET 642.5 1.44 0.62
*pRSET 18.7 1.36 0.42
Tabla 4. Cantidad estimada de DNA (para construir pRSET_Gdmsh2) producto de PCR e indices de
calidad (presencia de interferentes proteinicos, aztcares, componentes aromaticos, etc.) obtenidos en

Nanodrop 2000 (Thermo Scientific). *pRSET es el producto defosforilado.
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Comments for pRSET A
2897 nucleotides

T7 promoter: bases 20-39

6xHis tag: bases 112-129

T7 gene 10 leader: bases 133-162
Xpress™ epitope: bases 169-192

Multiple dloning site: bases 202-248

T7 reverse priming site: bases 295-314

T7 transcription terminator: bases 256-385
f1 origin: bases 456-911

bla promoter: bases 943-1047

Ampidillin (bla) resistance gene (ORF): bases 1042-1902
pUC origin: bases 2047-2720 (C)

Figura 12. Mapa general del vector pRSET (Invitrogen) en su forma comercial (Invitrogen, Life

Technologies. 2010. User Manual).
Preparacion de bacterias competentes, cepas de preservacion de plasmido y de expresion
Quimico-competentes (Hanahan protocol, Sambrook, J., Russel, D., W., 2006)

Se estrio una pequeiia alicuota de células E. coli XL1-BLUE (recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17
supE44 relAl lac [F’ proAB lacl? ZAM15Tn10 (Tet")]) y otra de TOP 10 (F— mcrA A(mrr-hsdRMS-
mcrBC) $80/acZAM15 AlacX74 recAl araD139 A(ara-leu)7697 galU galK A— rpsL(StrR) endAl
nupG) de forma paralela, en medio LB sélido y se incubd a 37° C durante toda la noche. Con
una asada de este cultivo se inoculé medio LB (3 mL) liquido para generar el cultivo semilla
que se dejo crecer durante toda la noche a 37° C. Después se inocularon 100 mL de medio LB

liquido con 1 mL del cultivo semilla ya crecido y se dejo crecer a 37° C hasta alcanzar una
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densidad dptica a 600 nM (ODsoo) entre 0.5 y 0.7, que es cuando se encuentran en fase de
crecimiento exponencial. Se reposé en hielo durante 10 minutos y luego se centrifugd a 3.5
krpm durante 10 minutos a 4° C. El pellet bacteriano se resuspendié en 33.3 mL de buffer TFB
| (C2H302K 30 M, RbCl; 100 mM, CaCl; 10 mM, MnCl;'4H,0 50 mM, 15 % glicerol, pH = 5.8. Se
esterilizé mediante filtrado) y se centrifugd con las mismas condiciones. El pellet fue después
resuspendido en 1 mL TFB Il (MOPS 10 mM, CaCl; 75 mM, RbCl, 10 mM, 15% glicerol, pH =
6.5. Se esterilizd6 mediante filtrado) y se reposé durante 15 minutos. Por ultimo, se repartid
todo el cultivo en alicuotas de 50 plL sobre hielo seco (<-70° C) y se almacenaron en

ultracongelador (-80° C).

Electro-competentes (Alonso-Stepanova protocol,

alonsostepanova.wordpress.ncsu.edu)

Se comenzd creciendo un cultivo de las cepas de interés: TOP 10, BL21 STAR y BL21-43 a partir
de la inoculacion de una asada de las mismas en 3 mL de medio LB, incubandose a 37° C
durante alrededor de 16 horas. 1 mL de este cultivo semilla obtenido fue inoculado en 100 mL
de LB e incubado a 37° C hasta alcanzar ODe0=0.8. Se enfriaron después los tubos en hielo
para luego centrifugarse a 5 krpm durante 10 minutos a 4° C. El pellet bacteriano obtenido al
decantar el sobrenadante fue lavado mediante su resuspensién en 100 mL de agua MilliQ
estéril fria y centrifugacién a 5 krpm durante 10 minutos a 4° C. Un segundo lavado similar se
llevé a cabo pero ahora con 50 mL de agua MilliQ estéril fria y su posterior centrifugaciéon a 5
krpm durante 15 minutos a 4° C. El pellet resultante se resuspendié en 20 mL/1 L de cultivo
de glicerol al 10 % frio y se centrifugd a 10 krpm durante 15 minutos a 4° C. Por ultimo, este
nuevo pellet fue resuspendido en 4 mL/1L de cultivo de glicerol al 10% frio y se alicuotd de a

40 pL para su almacenamiento a -80° C.

Una alicuota de cada cepa fue transformada con pUC18 para calcular la eficiencia de

trasformacion mediante la ecuacidn:

Vmedio+Vbacterias

CFU . ,1Xx10°
£(CFU/ugDNA)=(> 2 ) (=, -7

)( )

Vinéculo

Clonacion de Gdmsh2 en vector de expresion pET100 y transformacion
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Para insertar GdAMsh2 en el vector pET100 se realizé la ligacion isotérmica o de Gibson (Gibson,
et al, 2009), por ser una alternativa a la ligacidn dirigida mediante restricciones, pues entre el
gen Gdmh2 y el vector pET100, en su forma disponible en el laboratorio, no existen sitios de
restriccion compatibles que la permitan. Consiste en una reaccién a 50° C para unir moléculas
de DNA que contienen regiones de alrededor de 20 pb de homologia a través de la accién de
una exonucleasa 5’-3’, una DNA polimerasa y, por ultimo, una DNA ligasa (Figura 13). Las
regiones de complementariedad y los sitios de restriccién elegidos se integraron mediante los

oligos con los que se amplifico el gen, como puede observarse en el siguiente esquema:

..pET100/D TOPO Acc65I Msh?2 (N) ..

5’ -TCATCATCATCATGGTATGG CT GGTACC ATGGAGCAGCAGTGGG

5’ ~ATGGAGCAGCAGTGGG CATCGCCATC..

..GCGACCACTTCGTTGGACT-5"

GCGACCACTTCGTTGGACT GAATTC GAGTTGCTAGGCCGACGA-5'

.Msh2 (C) AfIII pET100/D TOPO..

Para llevar a cabo la ligacién se empled una proporciéon 3:1 de inserto:vector. Los
componentes y cantidades de la reaccién son: 7 ulL de los fragmentos a ligar y 15 L del buffer
de reaccidn de Gibson (80 pL 5X de buffer contienen: Exonucleasa T5 10 U/uL (Epicenter®,
#T5E4111K), polimerasa Phusion®2 U/uL (NEB®, #M0530S) y Tag DNAligase 40 U/uL (NEB®,
MO0208L)). Se incubé esta mezcla durante 1 hora a 50 ° C. De los 22 pL de reaccién, uno es
utilizado para la PCR de verificacién de ligacién, descrita mds adelante. El resto fue empleado
para transformar una alicuota de E. coli XL1-BLUE quimicamente competente agregandolo a
una alicuota de las células competentes de 50 pL. Se incubéd en hielo durante 30 minutos,
luego se incubd a 42° C durante 1 minuto y se regresé a hielo durante 2 minutos mas para
completar el shock térmico. En d4rea estéril (al mechero), se agregaron alrededor de 4
voliumenes de cepa (250 pL) de medio LB y se incubd a 37°C con agitacion durante 1 hora
como método de recuperacién de las células y de expresidon del caset de resistencia a

antibidtico selector (ampicilina). Al término de esta incubacidn, se inocularon 150y 200 uL, en
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esterilidad, de cultivo transformante en cajas Petri con medio LB sélido adicionado con

ampicilina (100 mg/mL) y se le permitié crecer incubando a 37° C durante ~16 horas.

dsDNA fragments with overlapping ends.
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Figura 13. Esquematizacién de la ligacion isotérmica o de Gibson.

Para comprobar que la ligacién tuvo lugar y se dio correctamente y asegurar su posterior
transformacion, se realizaron PCR dirigidas a los extremos 5 y 3’ del gen empalmando una
region del vector adyacente a éstas que generara amplicones de alrededor de 500 pb,

empleando la DNA polimerasa estandar (EP0402, NEB).

Reactivos volumen
Buffer 10X 2.5 uL
MgClz, 25 mM 1.8 uL
dNTP’s mix 0.5 uL
2.5F/R, 10 uM 1.25 plL
2.3R/R, 10 pM 1.25 pL
Taq. Pol. 0.125 uL
DNA (reaccion Gibson) 10 uL

Agua MilliQ hasta 25 uL
Desnaturalizacion inicial 94°C, 5’
Desnaturalizacidn 94° C, 30”
Alineamiento 56.5° C, 30'} 28 ciclos
Extension 72° C, 35"

Extension final 72°C, 5’
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Incubacién 4°C,

Clonacioén IVA (Garcia-Nafria, J., 2016): Gdmsh2 en pRSET

Esta técnica se vale de la propia maquinaria de recombinacién de las bacterias: se les proveen
fragmentos de DNA con regiones complementarias en los extremos para que dichas
maquinarias las liguen y se obtenga la construccidon deseada. En la figura 14 se describe

esquemadticamente el procedimiento de esta ligacion.

A diferencia de Garcia-Nafria, en este caso, los fragmentos a ligar (vector y gen) fueron
amplificados por separado, como se describié anteriormente, y luego de ser defosforilado el
vector, se agregaron ambos insertos en una proporcion 1:15 vector:inserto a una alicuota de
50 pL de E. coli TOP10 competentes para trasformar por shock térmico. Se agregaron 350 uL
de LB al vial y se mantuvo en agitacidn a 37° C durante 1 hora. En seguida, con una alicuota de
200 pL se sembrdé una caja Petri con LB con ampicilina para dejar crecer durante toda la noche
a 37° C. Por ultimo, se crecieron cultivos de algunas de las colonias obtenidas en LB con 100
ug/ml de ampicilina para buscar y analizar la presencia de la construccién deseada mediante

PCR y digestiones enzimaticas.

1 Genomic DNA Vector
—
H
2 W 5 overhang
¥ overhang
l Double-primer PCR l
3
3 iy T > 7
s 8 —
Fragment 2 [N e T Fragment
‘T Complementary oliges “'s'

Fragment 4-1 Fragment 3-1
Fragment 4-2 Fragment 3-2
‘ Annealing .'

Fragment 4 = Frogment3

Inserts Acceptoer

Figura 14. Estrategia general del ensamblaje en vivo (Zeng, F., et al, 2017).
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Extraccion de plasmidos

Segun el tiempo disponible y la calidad necesaria de las preparaciones de plasmido extraido
para los diferentes experimentos, se realizaron dos tipos de extracciones:

EasyPrep (Berghammer, H., Auer, B., 1993)

Con una asada de las colonias transformantes seleccionadas se inocularon 3 mL de medio LB
adicionado con ampicilina (100 mg/mL) y se incubd a 37° C con agitacion durante alrededor
de 16 horas. En seguida, se centrifugd el medio crecido a 14.5 krpm durante 1 minuto para
obtener el pellet bacteriano que fue luego resuspendido en buffer de lisis y reposado durante
5 minutos a temperatura ambiente. Luego fue hervido durante 1 hora a bafio maria para ser
incubado después en hielo durante otro minuto. Por ultimo, se centrifugd a 14.5 krpm durante
30 minutos y se recuperd el sobrenadante que fue almacenado a -20° C (Sambrook, J., 1989).
En seguida, para mejorar el producto obtenido de este procedimiento, se precipitd
doblemente el DNA mediante fenol:cloroformo:isoamilico (25:24:1), en la que luego de
emulsificar la muestra con un volumen de este, se centrifugd a 13 krpm durante 15 minutos y
se recupero la fase acuosa que fue tratada con 10 % de glucégeno 10 % y 2.5 volimenes de
etanol absoluto (grado biologia molecular) para dejar precipitando el DNA a -20° C durante
aproximadamente 2 horas. En seguida se centrifugd a 14.5 krpm durante 30 minutos y se lavd
tres veces la pastilla con 350 plL de etanol al 70 % centrifugando a 13 krpm durante 5 minutos.

Por ultimo, se dejé secar a temperatura ambiente y se resuspendié en agua MilliQ.

MiniPreparacion de plasmido
En base a la técnica descrita por Sambrook y colaboradores en 1989, comenzado con la
inoculacién de 3 mL medio LB adicionado con ampicilina (100 mg/mL) con una asada de las
colonias transformantes seleccionadas. Se centrifugd a 13 krpm durante 45 segundos y se
decanto el sobrenadante. Al pellet bacteriano se le resuspendié en 300 uL de buffer STET (8
% sacarosa, 5 % triton X-100, 50 mM EDTA, 50 mM Tris-HCI, pH = 8). Fue nuevamente
centrifugado bajo las mismas condiciones y la pastilla obtenida fue resuspendida en 300 uL de
STET, a lo que se afadieron 25 pL de lisozima (10 pug/mL) y se incubd a temperatura ambiente
durante 10 minutos. Luego fue hervido durante 2 minutos y se colocé inmediatamente en

hielo durante 1 minuto. Después se centrifugd a 13 krpm durante 10 minutos y se recuperé el
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sobrenadante al que se le agregé 4 uL de RNAsa A (10 mg/mL) y se incubd a 65° C durante 25
minutos. Posteriormente se afiadié 1 volumen de fenol:cloroformo:isoamilico (25:24:1) y se
agitd hasta obtener una emulsién de apariencia lechosa. Se centrifugé a 13 krpm durante 15
minutos y se recupero la fase acuosa que fue tratada con 10 % de acetato de sodio 3M y 2.5
volumenes de etanol absoluto (grado biologia molecular) para dejar precipitando el DNA a -
20° C durante aproximadamente 2 horas. En seguida se centrifugd a 14.5 krpm durante 30
minutos y se lavd tres veces la pastilla con 350 L de etanol al 70 % centrifugando a 13 krpm
durante 5 minutos. Por ultimo, se dejo secar a temperatura ambiente y se resuspendié en
agua MilliQ. Cada preparacién fue cuantificada y caracterizada mediante los indices de control

de calidad arrojados por Nanodrop 2000 (Thermo Scientific®). (Sambrook, J., 1989).
Secuenciacion (Big Dye Terminador, Applied Biosystem)

Se mezcld 1 uL del cebador correspondiente (10 puM) con al menos 500 ng de DNA purificado
y desalado en una matriz de agua MilliQ que afore a 12 pL. En seguida, se incubd la mezcla
durante Sminutos a 72° Cy luego a 22° C durante otros 5minutos. Luego se agregaron 4 uL de
buffer y 4 uL de Mix Big Dye; se sometid a vértex unos segundos y se centrifugd ligeramente
para reunir todo el volumen en la parte inferior del tubo. A continuacidn se llevé a cabo una

PCR con las siguientes condiciones:

Desnaturalizacion inicial 96°C, 5’
Desnaturalizacion 96° C, 10”

Alineamiento 58°C, 5’ :||> 25 ciclos
Extension 60° C, 4

Extension final 72°C, 7’

Incubacidén 4°C, oo

Al producto de esta reaccion se le afiadieron 5 ulL de EDTA 125 uM, pH=8, y 60 L de etanol
100 % grado biologia molecular. Se sometié a vortex unos segundos y se centrifugd
ligeramente para reunir todo el volumen en la parte inferior del tubo. La reaccién se incubé a
temperatura ambiente durante 30 minutos para luego centrifugarla a 24 krpm durante 20
minutos a 4° C. el sobrenadante fue desechado empleando una micropipeta para evitar perder
el DNA. Este fue lavado tres veces con 250 ulL de etanol al 70 % y centrifugado 13.5 krpm

durante 5 minutos. Se decantd el sobrenadante y la pastilla de DNA se dejo secar en el tubo a
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temperatura ambiente. Asi, este producto fue entregado en el secuenciador (AB310 de
Applied Biosystems) para ser leido. Los resultados de estas lecturas pueden observarse en la

seccion de resultados.
Expresion de GAMSH2 recombinante

Los extractos de las transformantes que resultaron positivas en todas las pruebas anteriores
fueron utilizados para transformar E. coli BL21-star, SOLU-BL21 o BL21-43 como se menciond
anteriormente. Una vez crecidas las transformantes en medio Lb sélido adicionado con
ampicilina (100 mg/mL) se tomd una asada de una de ellas y se inoculé 3 mL (o al menos el 10
% del volumen de cultivo a inducir) de medio LB liquido adicionado con ampicilina (100
mg/mL) como cultivo semilla que se dejé crecer a 37° C con agitacion durante alrededor de 16
horas. En seguida se inoculan 10 mL de medio LB liquido + Amp con 1 mL de cultivo semilla
crecido, y se incubd a 37° C con agitacién hasta alcanzar 0.5 < ODgoo < 0.8. Alcanzada la
densidad dptica dptima, el cultivo fue dividido en 2 partes: una de 2 mL en el que no se indujo
la expresion, y otra de 8 mL al que se le agregaron las diferentes concentraciones de inductor
(IPTG) a probar. En ese momento fue tomada la primera muestra (1 mL) de ambas partes del
cultivo, siendo este el tiempo 0 horas. Después de 1, 2, 4 y 6 horas post-induccidn, fueron
tomadas muestras de 1 mL sélo del cultivo inducido a la expresion. Al final, todas las muestras
fueron centrifugadas a 14.5 krpm durante 45 segundos y se desechd el sobrenadante. Los
pellets bacterianos obtenidos fueron resuspendidos en 200 uL de buffer Laemmli 2X (que es
la dilucién en 12.5 % de B-mercaptoetanol y 1.38 volimenes de agua MilliQ, del 5X: 250 mM
Tris-HCl pH = 6.8, 10 % SDS, 20 % glicerol) y almacenados en congelador -20° C.

Purificacion de GdMSH2
Columna agarosa-niquel (cromatografia de afinidad quimica)

Determinado el tiempo dptimo de expresién y la concentracion éptima de IPTG, se repite el
cultivo pero ahora en 500 mL de LB con ampicilina (100 mg/mL) que después de la incubacion,
es centrifugado para recolectar las bacterias. Estas se resuspendieron en 6.2 5 mL de buffer
A1l (1X Buffer de lisis (300 mM Tris, pH = 7.5, 2 M NaCl, 20 mM MgCl,), 30 mM imidazol, 800
UM PMSF, 3.4 mM B-Mercaptoetanol, 300 mM NaCl, 2mM benzamidina, pastilla COMPLETE
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(coctel de inhibidores de proteasas)) para sonicar 10 veces a 100 % de potencia durante 5
segundos entre descansos de 35 segundos. En seguida se centrifugo el lisado crudo a 18 kG
durante 40 minutos a 4° C para colectar el sobrenadante que después fue filtrado con una
membrana con tamafio de poro de 0.22 uM. Lo obtenido, extracto total (ET) fue afadida a
una columna con perlas de agarosa-niquel equilibrada con buffer Al a 4° C. La fracciéon no
unida (NU) fue almacenada para su posterior visualizacidon por western blot, como se muestra
en resultados. Las perlas fueron entonces lavadas con 7 mL de buffer Al y la elucidn
recolectada también fue almacenada y etiquetada como primer lavado (L1). Un segundo
lavado se llevd a cabo agregando a las perlas 7 mL de buffer A2 (1X buffer de lisis, 50 mM
imidazol, 800 uM PMSF, 3.4 mM B-Mercaptoetanol, 300 mM NaCl, 2 mM benzamidina, pastilla
COMPLETE (coctel de inhibidores de proteasas)); esta elucién se almacené y etiqueté como
segundo lavado (L2). Por ultimo, la proteina se eluyé de la columna haciendo fluir 10 mL de
buffer B (1x buffer de lisis, 300 mM imidazol, 800 uM PMSF, 3.4mM B-Mercaptoetanol, 300
mM NaCl, 2 mM benzamidina, pastilla COMPLETE (coctel de inhibidores de proteasas)). Del
flujo eluido se recuperaron 10 muestras de 1 mL cada una. Todas las muestras obtenidas

fueron almacenadas a -80° C hasta necesitarlas para su visualizacién por western blot.
Método de enriquecimiento

De forma similar al procedimiento anterior, comenzando con la produccion y extraccion de la
proteina GdMSH2, a partir de un cultivo de BL21 STAR de 500mL al que se le indujo la
expresion de GAMSH2 durante 6 horas y con 1 mM de IPTG, se obtuvo un pellet bacteriano
que fue resuspendido en 6.25 mL de buffer de lisis 1X (300 mM Tris, pH = 7.5, 2 M NaCl, 20
mM MgCl;), 30 mM imidazol, 800 uM PMSF, 3.4 mM B-Mercaptoetanol, 300 mM NaCl, 2 mM
benzamidina, pastilla COMPLETE (coctel de inhibidores de proteasas)) para luego ser lisado a
100 % de potencia 10 veces durante 5 minutos con descansos de 35 minutos. Se centrifugd
entonces a 15 krpm durante 40minutos a 4° C y luego el sobrenadante se filtré con una
membrana de tamafio de poro de 0.22 uM. Lo obtenido hasta aqui se le etiqueté como
extracto total (ET) y una alicuota del mismo se reservd para el western blot de verificacién de

purificacién.
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El extracto total fue concentrado mediante membranas de tamafo de poro de 50 kDa
empleando viales Microcon® (MILLIPORE) en los que se centrifugd a 7.5 kg durante 20 minutos
a 4° C. En seguida se lavo la membrana tres veces con buffer de lisis 1X para finalmente

resuspender el pellet obtenido en 500 pL del mismo buffer.

El extracto concentrado fue cargado a un gel PAGE 10 % después de agregarsele 100 plL de
Laemmli 2X y someterlo a bafio maria durante 5minutos. Se llevé a cabo la electroforesis de
la muestra aplicando un campo de 130 V durante 1.5 horas. A continuacién, se cortd
longitudinalmente la porcion del gel entre 100 y 130 kDa, donde GdAMSH2 debié haber
migrado, y se introdujo en membranas Spectrum® (60 kDa) en las que también se afiadieron
400 plL de buffer de electroforesis. Las membranas con buffer y el trozo de gel fueron
sometidas a electroforesis bajo un campo de 130 V durante 1 hora, orientando el trozo de gel
lo mds cercano al dnodo de la cdmara. Terminado este procedimiento, se recuperaron

alrededor de 1250 pL del buffer de las membranas.

El buffer de electroforesis enriquecido con GAMSH2 fue nuevamente concentrado en los
viales Microcon® (MILLIPORE) de tamafio de poro de 50 kDa centrifugandolo a 7.5 kG durante
20minutos a 4° C. Después, para desalar la muestra, se lavé la membrana tres veces con buffer
de T150 (Tris-HCI 20 mM, pH = 7.5, EDTA 0.4 nM, KCl 0.15 M) para finalmente resuspender el
pellet obtenido en 250 uL del mismo buffer. Se alicuotd el resultante en unidades de 50 pL

gue se almacenaron a -80° C.

Paralelamente, un cultivo sin transformar de la misma cepa, fue sometido al mismo

tratamiento para utilizarlo como blanco en los ensayos siguientes.
Cuantificacion de proteina (reactivo Bradford)

Una curva patrén, por duplicado, se prepard de la siguiente manera:

Puntos de la curva Agua (ulL) BSA 1ug/pL (pL) R. Bradford (1:5) (uL)
0 30 0 180
1 29 1 180
2 28 2 180
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3 27 3 180

4 26 4 180
5 25 5 180
6 24 6 180

Las muestras tanto del cultivo sin transformar como del inducido fueron preparadas, por
duplicado, de la siguiente manera: a 5 pL de muestra se le afiadieron 25 uL de agua y 180 del

reactivo de Bradford (1:5 en agua).

Tanto las curvas patréon como las muestras fueron leidas en un lector de ELISA Original
Multiskan Ex® de Thermo Scientific. Asi, se obtuvo que para la curva patrén se describe con la

expresion:
“g
ABS = 0.359 + (0'127)(;1_Lde GAMSH?2)

Con un indice de confianza R2=0.951. De esta manera, se determind que la muestra del cultivo
sin transformar contuvo 0.165 pg/uL de proteina, mientras que la muestra inducida 1.453
ug/uL. Para conocer la cantidad neta de GAMSH2 en la muestra del cultivo inducido y
purificado, se le restd el valor blanco de la muestra sin transformar, con lo que se obtuvieron

1.288 ug/uL de GAMSH?2 purificada.
Inmunodeteccion en fase solida (western blot)

Los perfiles de expresidon fueron apreciados mediante tincidn Coomassie e inmunodeteccidn
en fase sélida empleando la técnica de electroforesis SDS-PAGE (al 7 %) cargando 40puL de
muestra. Para la tincidn, el gel fue sumergido y con agitacién en solucion Coomassie durante
30 minutos. Luego se incubd en solucidn destefiidora (25 % metanol, 12.5 % acido acético)
durante 30 minutos 3 veces. Por ultimo, se almacend en agua bidestilada. Para la
inmunodeteccién se comenzd transfiriendo las proteinas del gel a una membrana de
nitrocelulosa mediante la aplicacion de un campo eléctrico. La membrana fue incubada en
leche al 5 % en TBS-T durante 1 hora con agitacion como bloqueo de inespecificidades. En
seguida, se lavd tres veces por inmersidn en TBS-T con agitacion durante 5 minutos. Se incubd

después la membrana en 2 mL de una solucién 1:7000 de anticuerpo especifico de la etiqueta
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de seis histidinas, afiadido por los vectores pET100 o pRSET a GAMSH2 en el extremo amino
terminal, durante una hora y se realizaron los tres respectivos lavados de cinco minutos en
TBS-T. La membrana fue ahora enfrentada a alrededor de 15 mL de solucion 1:30000 de
anticuerpo anti-ratén durante 1 hora con agitacidn; fue lavada de la misma forma. Se dejo

secar y se revelaron placas fotograficas de la membrana a través de su reaccién con luminol.
Preparacion de sondas de DNA (homoduplex) fluoresceinado
Los oligos empleados son complementarios entre si:

EMSAG60.R Marcado con 6-FAM (6 carboxi fluoresceina) en 5':
*5” TAATACAAAATAAGTAAATGAATAAACAGAGAAAATAAAGTAAAGGATATAAAAAATGAA 3’

EMSA60.F Complementario:

5 TTCATTTTTTATATCCTTTACTTTATTTTCTCTGTTTATTCATTTACTTATTTTGTATTA 3’

Se hibridaron agregando cantidades equimolares de cada uno e incubando a 90° C durante 5

minutos y luego dejandose enfriar a temperatura ambiente. Se almacenan en -20° C.
Ensayo de interaccion GdAMSH2-DNA tipo EMSA

Para cada reaccién de 20 L se anadieron los siguientes reactivos, comenzando con el mix de

reaccion, luego el agua y al final la proteina:

Mix: Tris/DDT, 10X 2 puL Agua MilliQ (pL)  GdMSH2 (uL) GdMSH2 (mM)
MgCla, 100 mM 1 pL 13.9 0.0 0.0
ATP, 20 mM 1pul 12.74 1.16 0.6
BSA, 2 mg/mL  1ul 12.15 1.75 1
Glicerol,100% 1 puL 11.51 2.33 1.3
dsDNA, 2X10°® 1 pL 9.24 4.66 2.6

Una vez preparadas las reacciones, se incubaron a 37° C durante 1 hora. En seguida, fueron
cargadas a un gel de poliacrilamida (38:1) nativo al 4 % que se sometié a un campo de 140 V
durante 20 minutos. Terminada esta electroforesis, los geles fueron fotodocumentados
mediante el programa Image Studio (Li-cor®) a través de un lector de fluorescencias Odyssey

FC (Li-cor®) ajustando la lectura a 600 nm.
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Resultados
Identificacion y caracterizacion in silico de Gdmsh2 putativo de G. duodenalis.

Para resolver el primer objetivo particular, se comenzé por obtener la secuencia del gen
putativo GdMsh2 de G. duodenalis reportado por Marilee Ramesh en el 2005 (GenBank
AY295098.1) y las realizacién de una rutina BLASTp en la base de datos Giardia Database
ingresando las secuencias de MSH2 de H. sapiens y S. cerevisae, obteniéndose el gen
“GL50803_113252” en Giardia Database con una longitud de 2.892kb y ubicdndolo en el
cromosoma 5 entre las bases 4,043,600 y 4,046,491. Codifica en la cadena complementaria y
no contiene intrones (Figura 15). Mediante estas mismas bases de datos se verificd la
presencia de los dominios conservados que la acreditan como una MSH2 putativa, siendo de
relevancia la presencia del dominio IV de unidn a DNA, y el dominio V de ATPasa. Dichos
dominios y su conservacion entre especies fueron verificados mediante el alineamiento de las

secuencias aminoacidicas de las respectivas proteinas de H. sapiens, S. cereviseae y E. coli

(Figura 16).
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Localizaciéon del gen Gdmsh2 en el genoma de G. duodenalis, WB, ensamble A
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Figura 16. Alineamiento y prediccién de las estructuras A) terciaria y B) secundaria, con respecto a la
humana, de las secuencias de las proteinas MSH2 de H. sapiens, S. cerevisiae, E. coliy G. duodenalis.
Amarillo: dominio I; verde: dominio Il; azul: dominio Ill; rosa: dominio IV; Rojo: Dominio V. Para la
estructura terciaria, los dominios fueron identificados a partir de las secuencias correspondientes a la

MSH2 humana. Alineamiento y prediccién de estructura secundaria, con respecto a la MSH2 humana
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reportada en PDB (www.rcsb.org). En blanco sobre rojo los aminoacidos conservados y en rojo los que

solo conservan la similitud quimica.

Para evidenciar visualmente la conservacién estructural, GdAMSH2 fue modelada mediante I-

TASSER, The Yang Zhang Lab, University of Michigan (zhanglab.ccmb.med.umich.edu), y

superpuesta con una homologa eucarionte (H. sapiens) y una procarionte (E. coli), como

puede observarse en la figura 17, mediante el programa Pymol.

Figura 17. En rojo MSH2 de G. duodenalis, en azul MSH2 de H. sapiens y en amarillo MUTS subunidad
Ade E. coli.

Clonacion, expresion y purificacion de GdAMSH2.

A partir de un cultivo de trofozoitos de G. duodenalis cepa WB, del ensamble A, se obtuvo
material gendmico mediante la técnica de extraccion con fenol:cloroformo y empleandolo

como molde se amplificd el gen GdMsh2 identificado.

51


http://www.rcsb.org/
https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/

B)

pb
1000

500
400

GdMsh
pRSET

gDNA C.() kb

Figura 18. A) integridad del material gendmico extraido. B) amplificacién del gen control disulfuro
isomerasa (PDI) de 423pb con el material genémico como molde. C) amplificacién PCR de alta fidelidad
de GdMsh2 (2.944kb) complementario a pET100 usando el material gendmico como templado; se
estimaron 617.8 ng/uL, con indices 260/280: 1.4, y 260/230: 0.59. D) amplificacién PCR de
GdMsh2 (2.9 kb) complementario a pRSET, y de pRSET (3.9 kb) complementario a GdMsh2. Todas estas

electroforesis se realizaron en geles de agarosa al 1 %.
Clonacion, expresion y purificacion en pET100

El vector pET100 disponible en el laboratorio se encontraba ligado y de forma circular al gen
de G. duodenalis Rad51. Para utilizarlo, fue digerido enzimaticamente de forma secuencial
(que aunque resulté de baja eficiencia, notable visiblemente en la figura 19 donde la banda
de 5.6Kb correspondiente a pET100 es tenue comparada contra el resto del plasmido
remanente, fue una mejora comparado con la digestion empleando ambas enzimas a la vez)

para que se liberara de Rad51 y se separd de éste mediante electroforesis. Ver figura 19.
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Después de purificar ambos fragmentos, GdMsh2 y pET100, se unieron mediante ligacién
isotérmica para obtener el plasmido de expresion pET100_MSH2 como se observa en la figura

20.

pET100_Rad51
Nhel+Sacl

Figura 19. Electroforesis en gel de agarosa al 1 % para separar al vector pET100 (5.682 kb) del gen
Rad51 (1.2 kb). SD: plasmido remanente sin digerir.
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Figura 20. Disefio pldsmido pET100_MSH?2.

Antes de transformar bacterias E. coli, XL1 BLUE, con esta construccion, se verifico la correcta
union de los fragmentos mediante PCR utilizando los cebadores que flanquean los extremos
5" y 3’ del gel y empalman las respectivas regiones adyacentes en el vector para obtener
amplicones de alrededor de 500 pb. En la figura 21 se muestra la electroforesis del producto
de la reaccién mencionada vy, en seguida la verificacidén de la presencia de la construccién en
extracciones EasyPrep de las cinco colonias transformantes positivas, de 48 transformantes

analizadas con esta PCR.
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Figura 2. A) Esquemaizacmn de s ollgos paa comprobar IlgaC|on Producto d CR de
comprobacién de ligacién. C) La misma PCR de verificacidon en extracciones EasyPrep de las colonias
transformantes positivas obtenidas. Electroforesis en gel agarosa al 1 %. Se realizaron dos ligaciones
con diferentes preparaciones de inserto, uno almacenado durante alrededor de medio afio (1) y otro

recién obtenido (2). Fue la ligacién 2 la elegida para transformar una alicuota de bacterias XL1-Blue

quimicamente competentes con una eficiencia de transformacion de 1.515X108,

Para corroborar la identidad del plasmido pET100_Msh2 en los extractos EasyPrep de las
transformantes positivas se llevaron a cabo digestiones enzimdticas como se muestra en la
figura 22, donde se aprecian cuatro clonas positivas que presentan el patréon de bandas

esperado.
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Figura 22. Electroforesis en gel de agarosa al 1 %, extracciones MiniPrep de las transformantes 7, 9, 10
y 15 restringidas (+) o no (-) con Hindlll o con Acc65I. Del lado izquierdo la prediccién de los productos
de restriccion de pET100_MSH2 bajo la accidn de Hindlll. No se presenta el patréon esperado de la
restriccion Acc65| debido a que en el pldsmido existe un solo sitio de corte para esta enzima, por lo

que el producto es el plasmido entero linealizado (8.59 kb).

Continuando con la caracterizacion de la construccion obtenida, se secuenciaron los extremos
5’y 3’ del gen GAMSH2 en pET100 a partir de la extraccion MiniPrep de las transformantes
para comprobar la integridad de la secuencia y de su posicion. En la figura 23 se puede
observar la secuencia, en las regiones 5, 3’ y alrededor del nucledtido 1890, del gen Gdmsh2
en pRSET extraida de la clona 15, que resulté dptima: se encuentra integra y dentro del marco

de lectura.

Fue transformada con pET100 _MSH2, proveniente de extraccién MiniPrep de la
transformante positiva 15, una alicuota (aproximadamente 50 plL) de cultivo quimicamente
competente de E. coli BI21-43 para expresar la proteina y observarla mediante western blot.
Empledndose una concentracion final de 1 mM de IPTG se indujo la expresion de GAMSH2 en
10 mL cultivo de la noche anterior en fase de crecimiento (ODgoo = 0.624). Con el fin de
determinar el tiempo de induccién dptimo, se tomaron muestras a una fraccion del cultivo sin
inducir (S.I.) yalas 0, 1, 2, 4 y 6 horas post induccion y se les hizo migrar en un gel de
electroforesis SDS-PAGE 7 %. Posteriormente se transfirieron las proteinas a una membrana
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de nitrocelulosa mediante la aplicacidon de un campo magnético a 0.3 A para luego ser tratada
con los anticuerpos anti-his y anti-ratén para obtener la placa de la figura 24, en la que puede
observarse que no se obtienen bandas del tamafio esperado de aproximadamente 100 kDa
sino a 70 kDa, lo que sugiere degradaciéon, mas se obtiene la mayor cantidad de seiial
(presencia de proteina) a las seis horas; presumiblemente, la cantidad tiende a aumentar
conforme el tiempo transcurre, sin embargo, para conocer el limite maximo habria de
determinarse el punto de senilidad del cultivo. Ademas, a pesar del sistema de expresion del
fago T7, el carril “Sin Induccién” del panel B) de la figura 24, aunque tenue, indica una ligera
fuga transcripcional pues su sefial es extrafiamente de mayor intensidad que la observada en

el carril de 0 horas. Fue mediante el biosoftware en linea web.expasy.org/compute pi que se

predijo el tamafio de GAMSH: 108.4 kDa. Los perfiles de expresidn en las pruebas de induccidn
realizadas en las transformantes positivas, arrojan en los ensayos western blot una banda a la
altura de 70 kDa, figura 24, lo que sugiere una alteracion a nivel de secuencia en el plasmido,
o bien, a nivel de trascripcién o mayor probablemente, de expresion, pues la especificidad de
los anticuerpos utilizados niega la posibilidad de que la banda observada sea una
inespecificidad. A pesar de esto ultimo, mediante la tincion Coomassie de un gel SDS-PAGE 7
% presentado en la figura 24, puede observarse una tenue banda a la altura de 100 kDa en
todas las muestras de 6 horas post-induccidn de todas las transformantes positivas. Por otro
lado, la banda mejor representada, con respecto a cualquier otra visible, se encuentra a la
misma altura que la observada en las placas de western blot (70 kDa). Una evidencia mds
observada en el resultado de western blot de la imagen 20 es el aumento progresivo
(visualmente) de la cantidad de proteina detectada, que bien puede deberse a la acumulacién
de la proteina durante el tiempo transcurrido después de la induccidn, o bien por el propio
crecimiento del cultivo durante el mismo tiempo. Asi, se eligid 6 horas como el tiempo éptimo

de induccién de expresion para pET100_GdMSH2.

57


https://web.expasy.org/compute_pi/

A) 5’

50 50 100 110 1z0 130 140 .
GAAGGAGATATAC ATIREECGGGGTTCTCATCATCATCATCATCATGGTATGGC TGGTACC ATGGAGC AGCAGTGGE
GAAGGAGATATACATATGCGGGGTTCTCATCATCATCATCATC ATGGTATGGC TGGTACC ATGGAGC AGCAGTGGG

150 160 170 150 150 Z00 Z10
ZATCGCCATCTCTGCGC AGAGAGC TCTTGGAGGC TC TCCGAGATACAGCACATTTAACTTCGTTCARGCT
CATCGCCATCTCTGCGCAGAGAGC TCTTGGAGGC TC TCCGAGATACAGCACATTTAACTTCGTTCAAGCT

zz0 230 240 Z50 260 270 280
CTTTCTAGTGCCTTCAGC TGGATACTTAGTAC TTGGAGATGATGTCGATGCATTGAGGAGAC TCATGCAG
CTTTCTAGTGCCTTCAGC TGGATACTTAGTAC TTGGAGATGATGTCGATGCATTGAGGAGACTCATGCAG

290 300 310 320 330 340 350 360
GTGACAGTACAGTACTGGAAGGACGACGGTATTTGTGATACTGAGAC ACCAGLGGCTACTGCCATCTTAGTATTTAG
GTGACAGTACAGTACTGGAAGGACGACGGTATTTGTGATACTGAGAC ACCAGLAGGCTACTGCCATCTTAGTATTTAG

370 /o800 390 400 410 4z0 430
TGAGACAG%ziiiQAAAGGCTTGTGAGGGCAGTGTTTTTCTCGCTGAAGCGAGGGCTTGACCTCTTTGAGGAA

TEAGACAGAGATAEL L GG TTGTGAGGGCAG TG TTTTTC TG TGAAGCGAGEFC TTGACC TC TTTGAGGAR

440 450 460 470 480 430 500 510

AGGAGCGACGEGCGC TT TG TACGAACACGC TCAGEATC TCC GGG ATC TTTACGCC TTC TATGARC TATGZCC
AGEAGCGACGEECEC TT TG TACGAACACGC TCAGEATC TCC GG ATC TTTACGCC TTC TATGARC TATGZCC

520 530 540 550 560 570 580 .
TTCTTTGGCATC TAATGACACCTCTGTCTTCGCATTCATTTATGTTGATC ACTTCAGTGATGC TCCCAGCAGTGCC
TTCTTTGGCATC TAATGACACCTCTGTCTTCGCATTCATTTATGTTGATC ACTTC AGTGATGC TCCCAGCAGTGCC

590 500 610
IATAAGCGGCTCACGGTCGAGTGTG
IATAAGCGGCTCACGGTCGAGTGTS

B) 1890

1670 1680 1690 1700 1710 1720 1730
TGCATCTATACAAAGAGACTACCTAGATATTGC AGAGAGCGTTAAGGGGTGTAGGTTGATTTTCATTCCGTCTC
TGCATCTATACALAGAGACTACC TAGATATTGC AGAGAGCGTTALGGGGTGTAGGTTGATTTTCATTCCGTCTC

1740 1750 1760 1770 1780 1790 1800 1510
AAGGATACGTTATTAGGGCACCALAGAGC TCGTATGCGCGCATC TCAAGTTGTTCCAACGTCATAGTGC TAGAGAL
AAGGATACGTTATTAGGGCACCALAGAGC TCGTATGCGCGCATC TCAAGTTGTTCCAACGTCATAGTGCTAGAGAL

1820 1830 1540 1850 1860 1870 1880 |
CAAGGCTAACTATGTTAAGTTTACTAC AGAGGGGCTCALGARC TACTCTCTCCARAGLATGGATGCATATLLTG
CAAGGCTAACTATGTTAAGTTTAC TAC AGAGGGGC TCALGARC TACTCTCTCCALLGAATGGATGCATATLLTG

1g50 la0o 1510 15z0 1530 1540 1850 1960
CATACTTCTTGCTACAGRAGGAGATGGAACCGGALATTGTCCALLAGTTCGC TCCATTTAGTC ALGTGTTAGATAGE
CATACTTCTTGCTACAGAAGEAGATGGALCCGGAAATTGTCCALALGTTCGC TCCATTTAGTC AAGTGTTAGATAGE

1970 1980 1990 2000 2010 2020 2030
ATTGGAGTGTTGTTGGC TGAAATAGATTGCC TAGCATC TTTTTCATATGTTTC TGCAGGTACTCTTGGAGAGA
ATTGGAGTGTTGTTGGC TGALATAGATTGC CTAGCATC TTTTTCATATGTTTC TGCAGGTACTCTTGGAGAGE

2040 2050 2060 2070 2080 2050 2100 2110
CAGATAATACAATGGTGTGGAAGTGGGC TCGACCARAGATATC TGAGGCTGGCTOGTTGCGC TTAATTGALTGCAALY
CAGATAATACAATGGTGTGGAAGTGGGC TCGACCALAGATATC TGAGGCTGGCTCGTTGCGCTTAATTGAATGCAALY

2120 2130 2140 2150 2160 2170 2180
LCCCTGTCTTGATGAGC ACARTTGGALCAC AGTCCACGGTGAGTAACACCATTGAC TTC AGC TCACGALTAC
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Figura 23. Comparacién entre la secuencia obtenida de la clona 15 (linea inferior) y la secuencia original

del plasmido (linea superior). A) Region 5’ del gen Gdmsh2; B) Regién alrededor del nucleédtido 1890;

C) Regién 3’ del gen Gdmsh2. Resaltadas en rojo con fondo amarillo las bases que coinciden con la

secuencia original. En azul el codén ATG de inicio de la transcripcién del vector y el codén TGA de paro

de Gdmsh2. Encerrado en rojo una mutacion puntual que cambia el codén 82 de GTA, que codifica

para valina, a ATA, que codifica para isoleucina, manteniéndose la quimica hidrofdbica del sitio.

Alineamiento realizado en el programa Vector NTI de Invitrogen.
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Figura 24. A) tincién Coomassie de las muestras 6 horas post-induccion de los extractos totales de las
transformantes positivas. A cada carril se cargaron 20 pL. B) Inmunodeteccion en fase sélida (western

blot) de induccidn piloto de la expresion de GAMSH2 (108.41 kDa) de la clona 15.

Por ultimo, con este mismo pldsmido, se indujo la expresién de GAMSH2 mediante el empleo
de IPTG, 1 mM como concentracion final, en un cultivo fresco de 400 mL de E. coli BL21-43. A
las seis horas de incubacion se lisé el cultivo y se purific6 mediante una columna de agarosa-
niquel, como se detalla en metodologia, obteniéndose hasta 10 fracciones de eluciéon de 1 mL
cada una. Estas fueron cargadas a un gel de electroforesis SDS-PAGE 10 % vy se les hizo migrar
mediante la aplicaciéon de un campo eléctrico con una diferencia de potencial de 120 V durante
1.5 horas. Posteriormente se transfirieron las proteinas a una membrana de nitrocelulosa
mediante la aplicacion de un campo magnético a 0.3 A para luego ser tratada con los
anticuerpos anti-his y anti-ratén para obtener la placa de la figura 25, en la que puede
observarse que es en la fraccion 3 donde mayor cantidad de sefial se obtuvo, seguido de las
fracciones 2, 4 y 6; sin embargo, en todas las eluciones analizadas en este western blot,
incluyendo el extracto total, la fraccién no unida a la columna de agarosa-niquel y los dos
lavados, presentan una mayor sefial a la altura de 70 kDa, o menor, lo que sugiere que la

proteina recombinante GdAMSH2 se esta degradando.
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Figura 25. Inmunodeteccién en fase‘ sélida (Western-Blot) dirigida aGSHZ. Fracciones de elucion
durante la purificacién en columna de agarosa-niquel. La proteina Mrell recombinante también
presenta la etiqueta de seis histidinas; se asocia su degradacidon debido a su largo periodo de
almacenamiento. A cada carril se cargaron 30 pL de la fraccidon respectiva. PAGE 10 %, bloqueo en
leche 1 hora, Anti-His (1:7000) 1 hora y Anti-ratén (1:30000) 1 hora, temperatura ambiente. 2 minutos

de exposicion.
Clonacion, expresion y purificacion en pRSET

Buscando evitar los problemas presentados con la construccién anterior, pET100_Gdmsh2, se
optd por la siguiente estrategia. Para asegurar la calidad de los amplicones para construir
pPRSET_GdMSH2 mediante la técnica IVA cloning, se llevé a cabo una PCR de alta fidelidad
(como se menciona en la metodologia) y sus productos fueron observados en un gel de

agarosa 1 %, figura 26, y posteriormente transformados en E. coli TOP 10.
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Figura 26. Amplificacién de alta fidelidad de los componentes de pRSET_Gdmsh2. 15 uL cargados en

cada pozo. Agarosa 1 %, 130 V durante 30 minutos.

T7 primer F

T7 promoter
Apa U (5477) Initiation ATG
6xHis

 Bam Hl (419)

Neo 1(423)

Bam HI (1242)
Amp(R)
pRSET GdMsh2 1)
5970 bp o

Apa LI (4231) — _ (aI(1806)

blapromoter . GAMSH2
Hin I (1877)

T7 transcription terminator /1. Ava 1(1940)
T7 primer R /< Pst 1 (2419)
Hin dIII (3317)
Ew RI(3096)

Apa LI(2090)

Figura 27. Disefio del plasmido pRSET_GdMSH?2.

La PCR de alta fidelidad empleada para obtener los componentes de la construccidon
pPRSET_GdMSH?2, vector e inserto, (figura 26) mediante la técnica IVA cloning, descrita en la
metodologia, dio como resultado amplicones inespecificos para ambos componentes
(principalmente en la amplificacion de pRSET, donde aparecen 6 bandas inespecificas,
mientras que dos para la amplificacién de GdMSH2), a diferencia de lo observado en la PCR
piloto de la figura 18. Sin embargo, estos productos fueron empleados para la ligacidon IVA
cloning por la abundancia de la banda esperada en cada caso. En total fueron 24 las colonias
transformantes analizadas de entre las obtenidas de la transformacidon. Sélo una, la clona 7,
resulté positiva para este andlisis que consistié en una PCR dirigida al gen Gdmsh?2 (figura 28),

y la obtencién de patrones de bandeo a partir de digestiones enzimaticas (figura 29).
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Figura 28. PCR busqueda de transformantes que contengan Gdmsh?2. EP: extraccién Easy Prep. El total
de la reaccion de PCR (25 pL) fue cargada, mientras que de EP 5 pL. Agarosa 1 %, 130 V durante 30

minutos.

EP Hindlll EcoRI

Hindlll EcoRl

I~ 10K

5.970kb : -~

Fo | 4.53kb

™ 2K /
1.44kb

Figura 29. Digestion enzimdtica de pRSET_Gdmsh2 (durante 17h) extraido de la clona 7. A) la
prediccién del patrén de bandeo realizado en Vector NTI. EP: extracto EasyPrep (7uL cargados). B) El

total de la reaccion de digestion (25 pL) fue cargada. Agarosa 1 %, 130 V durante 30 minutos.

Con el fin de asegurar la integridad de la secuencia de Gdmsh2 en pRSET presente en la clona

7, se secuenciaron las mismas regiones que para la construccion con pET100: 5’, 3’ y alrededor
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de la posicidn 1890. En la figura 30 se muestra el alineamiento entre la secuencia original y

obtenida a partir de la secuenciacién, donde se aprecia su integridad.

A) S’

120 130 140 150 160 170 150
CCACCACAGCGGCGCTTTTGAATTTRAAGCTGCCGGACATTGGC GAAGGCATCCACGAAGGTGAAATTGTC LALTGG
COACCACAGCGGCGCTTTTGAATTTALGCTGCCGGACATTGGCGAAGGCATCCACGALGGTGALATTGTCALATGG

1o 200 210 220 230 240 250 260
TTTGTGALACCGGGCGATGAAGTGAAC GARGACGATGTATTGTGC GARGTGCARLATGACALGGCGGTTGTCGLL
TTTGTGALACCGGGCGATGAAGTGARC GALGACGATGTATTGTGC GALGTGCALALTGACALGGCGGTTGTCGLL

270 Z80 290 300 310 320 330

ATTCCCTCCCCGGTCAAAGGGAAAGTGCTTGAAATCCTCGTCCCGGAGGGAACAGTGGCAACGGTCGGGCAAACG
ATTCCCTCCCCGETCAAAGGGRAALGTGC TTGAAATCC TCGTCCCGEAGGGAACAGTGGCARCGETCGGGCAALCG

540 350 360 370 380 390 400 410

CTCATC A G T GAT GG GGG TTATGAA A A A TGAC GAC C GG AGCGACACCGGCGAARACCTGTACTTCCAGE
CTCATCACGC TCGATGCGCCGGGTTATGRARAACATGACGACCGGCAGCGACACCGGCGAARLCC TG TACTTCCAGS

420 430 440 450 Ag0 Aa70 As0

GTEGATC CENRE A G MG A GTHEECATCGCCATC TC TG GCAGAGAGC TCTTGEAGGFC TCTCOGAGATAC MGT R
CTGGATC AT GGAGCAGCAGTGEGCATCGCCATCTCTGCGCAGAGAGC TCTTGEAGGCTCTCOGAGATACAGCR

430 500 510 520 530 540 550 5E0

CATTTRAC TTCGTTCAAGC TCTTTC TAGTGCC TTCAGC TEGATAC TTAGTAC TTGFAGATGATGTCGATGCATTGAG
CATTTRAC TTCGTTCAAGC T TTTC TAGTGCC TTCAGC TEGATAC TTAGTAC TTGFAGATGATGTCGATGCATTGAG

570 550 EEL &00 &10 620 &30
GLGACTCATGCAGGTGACAGTACAGTAC TGEAAGEACGACGGTATTTGTGATACTGAGACACCAGAGGCTACT
GAGACTCATGCAGGTGACAGTACAGTAC TGGAAGGACGACGETATTTGTGATACTGAGACACCAGAGGCTACT

&0 650 E&0
GCCATCTTAGTATTTAGTGAGAC LGAG
GCCATCTTAGTATTTAGTGAGACAGAG

B) 1890

Z050 Z090 Zloo 2110 2120 2130 2140

GAGACTACCTAGATATTGCAGAGAGCGTTAAGGGGTGTAGGTTGATTTTCATTCCGTCTCAAGGATACGTTATTA
GAGACTACC TAGATATTGCAGAGAGCGTTALRGGGGTGTAGGTTGATTTTCATTC CGTCTCAAGGATACGTTATTA

Z150 Z160 2170 Z1a0 Z130 0 zz1o Zz20

GGG CACCARAGAGC TCGTATGCGC GCATC TCAAGTTGT TCCAACGTCATEAGTCY TAGAGAACAAGGC TAACTATGT
GGG CACCARAGAGC TG TATGC GG ATC TCALGTTGTTCCAACGTCATANG TG - TAGAGAAC ARG TAACTATGT

z230 zz40 2250 2280 2270 zza0 2250

TAAGTTTAC TACAGAG GGG TCAAGALC TAC TCTC TCCAAAGAATGGATGCATATAATGCATACTTCTTGCTAC
TARAGTTTAC TAC AGAGEE G TCAAGAL A TAC T T TC C ARG A TG GATGCATATARTGCATAC TTC T TGC TAC

2300 2310 2320 2330 2340 2350 2360 2370
AGALGGAGATGGAACCGGAAATTGTCCAALAGTTCGCTCCATTTAGTC AAGTGTTAGATAGLATTGGAGTGTTGTTG
AGAAGGAGATGGAACCGGAAATTGTCCAALAGTTCGCTCCATTTAGTC AAGTGTTAGATAGAATTGGAGTGTTGTTG

2380 2390 =400 2410 2420 =430 =440

GCTGAAATAGATTGCCTAGCATCTTTTTCATATGTTTCTGCAGGTACTCTTGGAGAGACAGATAATACAATGG
GCTGALATAGATTGC C TAGCATC TTTTTCATATGTTTC TG CAGETACTC TTGFAGAGACAGATALTACLLTGG

la
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2450 2460 2470 2480 2450 2500 2510 2520
TGTGGALGTGGGCTCGACCALLGATATC TGAGGC TGGC TCGTTGC GO TTALTTGRATGC AL AL ACCCTGTCTTGATGE
TGTGGAAGTGGGC TOGACCALAGATATC TGAGGC TGGC TCGTTGC GO TTAATTGAATGCALAAACCCTGTCTTGATGA

2530 2540 2550 2560 2570 2580 2590 Z60C
GCACAATTGGAECACAGTCC ACGGTGAGTARC ACCATTGAC TTCAGC TC ACGALTACTACTCC TCACTGGTCCOL:
GCACAATTGGAACACAGTCCACGGTGAGTALCACCATTGACTTCAGC TCACGAATACTACTCCTCACTGGTCCCA.

C) 3’

EREL] 3100 3110 31z0 3130 5140 3150 3160
FATGTCGCTAGCAGCATGGGAATTCCCCALARC ATC TTGGATGATGC TCGGACCATCATCAATC TTACTCCARAGCATACA
FATGTOGCTAGCAGCATGEGGAATTCCCCALARC ATC TTGOATGATGCTCGGACCATCATCAATC TTACTOCARAGCATACA

3170 3180 3190 3z00 3210
TTCAGAGATTGCGCTGTTGAC LAGGATTACATGEGTEGTTCTTATGGAGT
TTCAGAGATTGCGCTGTTGAC LAGGATTACATGGGTGTTCTTATGGAGT

Figura 30. Comparacién entre la secuencia de Gdmsh2 en pRSET disefiada (linea inferior) y la obtenida
de la clona 7 (linea superior). A) Regién 5’ del gen Gdmsh2; B) Regién alrededor del nucledtido 1890;
C) Regidn 3’ del gen Gdmsh2. Resaltadas en rojo con fondo amarillo las bases que coinciden con la
secuencia original. En azul el codén ATG de inicio de Gdmsh2. Encerrado en rojo una mutacién puntual
silenciosa que cambia el codén 734 (en el nucledtido 2202) de GTG, que codifica para valina, a GTC,
que codifica también para valina, manteniéndose sin alteraciones la secuencia aminoacidica.

Alineamiento realizado en el programa Vector NTI.

Teniendo certeza de la construccién pRSET_Gdmsh2, se procedié a extraer el plasmido de la
clona 7 para su posterior transformacion en la cepa de expresion E. coli BL21 STAR. Con un
cultivo fresco (DOsoo = 0.59) de estas transformantes (10 mL) se indujo la expresion de GAMH2
(alcanzando 118.5 kDa con este vector) mediante la aplicacién de 1 mM de IPTG y se tomaron
muestras de 1 mLalas 0, 1, 2, 4 y 6 horas de incubacién con el fin de determinar el tiempo
Optimo para obtener la mayor cantidad de proteina posible. En la figura 31 se observa que a
las seis horas de induccion de expresion se obtiene la mayor sefial, ademas de la aparente
tendencia de poder seguir aumentando conforme avanza el tiempo, como también ocurrid
con la expresion con pET100. Sin embargo, aunque en menor medida, aparecen bandas

inespecificas alrededor de 130 y 70 kDa.
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Figura 31. Inmunodeteccién en fase sélida (Western blot) dirigido a GAMSH2 (118.46 kDa, encerrada
en rojo) en su expresion piloto. Cultivo de E. coli BL21 STAR en 10 mL de LB; 1 mM IPTG. PAGE 10 %.
Anti-His (1:7000) 1 hora y Anti-ratéon (1:30000) 1 hora, temperatura ambiente. 2 minutos de

exposicion.

Para asegurar que el aumento de sefial en el western blot de la figura 31 se debe a la
produccién de GAMSH2 y no simplemente al crecimiento bacteriano, el volumen de las
muestras cargadas en este fueron normalizadas con respecto a la ODeoo del cultivo al inicio

(cero horas) de la incubacién como se muestra en la tabla 6.

Horas post *Volumen
ODsoo
induccion utilizado (pL)
0 0.58 20
1 0.943 12.30
2 1.554 7.46
4 2.38 4.87
6 2.652 4.37

Tabla 6. Cantidad de muestra de cultivo cargada para la prueba de expresidn piloto de GdAMSH2 en
PRSET a diferentes tiempos de induccién. *Resulta del producto del volumen empleado inicialmente
(20 pL) por el cociente entre la ODgqo inicial y la de la muestra. La densidad dptica a una longitud de

onda de 600 nm del cultivo en cada uno de los tiempos de muestreo fue medida en espectrofotémetro.
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En seguida, a manera similar a la prueba piloto, para obtener a GdMSH2 en cantidad
suficiente, se partié de un cultivo de 800 mL al que se le afadié IPTG, 1 mM como
concentracion final, y se le incubd a 37 °C durante seis horas. Al cabo de este tiempo, el cultivo
fue lisado y se purific6 GAMSH2 a través de su etiqueta de histidinas empleando una columna
de agarosa-niquel, como se explica en la metodologia. Las eluciones obtenidas a partir de este
proceso fueron cargadas a un gel de poliacrilamida para luego someterse a una
inmunodeteccion en fase sélida (Western blot) dirigida a GdAMSH2; con todo lo anterior se
obtuvo laimagen de la figura 32, donde puede observarse que la seiial esperada de alrededor
de 100 kDa (GdMSH2 = 118.5 kDa) aparece tenuemente en las fracciones 3, 4, 5y 6, siendo
principalmente representada en la 4, sin embargo, en todas las eluciones aparecen bandas
debajo a diferentes alturas (de 55 kDa hacia abajo), y en mayor intensidad, que sugieren la
degradacion/procesamiento de la proteina a pesar de la presencia de los inhibidores de
proteasas empleados durante la purificacidn, aunque la banda de 70 kDa ya no aparece aqui

(posible indicativo del funcionamiento de las modificaciones en el vector pRSET).

kDa ET NU L1 L2 Fl F2 F3 F4 FS F6 F7 F2  F3  Fl0

Figura 32. Inmunodeteccion en fase sélida (western blot) de la purificacion de GdAMSH2. A cada carril
se cargaron 30 plL de la fraccidn respectiva. PAGE 10 %, bloqueo en leche 1 hora, Anti-His (1:7000) 1
horay Anti-ratéon (1:30000) 1 hora, temperatura ambiente. 2 minutos de exposicion. Encerrado en rojo

la altura de 100 kDa.
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Debido a la aparente baja eficiencia de purificacién obtenida, se procedid a aplicar un método
de purificacion y enriquecimiento diferentes, como se detalla en la seccién de metodologia.
Para visualizar la eficacia de este método, una muestra del extracto obtenido fue sometido a
inmunodeteccion en fase sélida (western blot) dirigida a GAMSH2, con lo que se obtuvo la

figura 33.

A) B)

Sin transformar +pRSET_Gdmsh2 Sin transformar +pRSET_Gdmsh?2

E
g
B

Figura 33. Purificacion y enriquecimiento de GdMSH2 por etapas (detallado en metodologia). A)
tincién Coomassie. B) Inmunodeteccién en fase sélida dirigida a GAMSH2.~30 ug cargados en cada
carril. PAGE 10 %, bloqueo en leche 1 hora, Anti-His (1:7000) 1 hora y Anti-ratén (1:30000) 1 hora,

temperatura ambiente. 2 minutos de exposicién. Encerrado en rojo la altura de 100 kDa.

Gracias a este proceso se logré eliminar todo interferente de la muestra, obtener la proteina
de forma pura y en cantidad suficiente. En la figura 33 se muestran una tincién Coomassie y
un western blot equivalente. En estas imdgenes se comparan, del lado izquierdo de cada una,
la muestra igualmente tratada de un cultivo sin transformar, que funge como control de
fondo, mientras que del lado derecho, la muestra de cultivo inducido a expresar GdAMSH2.
Como puede observarse en los carriles 3° de la seccidon “+pRSET_GdMSH2”, donde se presenta
la muestra al final del proceso, aparece una banda definida a sobre los 100 kDa
correspondiente a GAMSH2; puede notarse ademas que la intensidad de esta banda es incluso
mayor que la que aparece a la misma altura en el carril 2°, sefialando la correcta concentracién
final a la que fue sometida la muestra. A pesar de que en la tincion Coomassie, carril 3° de la
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muestra inducida, sélo aparece un sutil barrido, sefiales muy tenues aparecen entre 70 y 35
kDa también el carril 3°, pero sélo del western blot, indicando que la degradacién de la
proteina prevalece, aunque en menor medida en este caso, teniendo en cuenta también que
la banda de 70 kDa que levantaba la sospecha de procesamiento por parte de la bacteria, fue
eliminada por completo. Ahora bien, en el carril 3° del cultivo sin transformar, en el western
blot también, aparece una pdlida sefial a la misma altura que la correspondiente a GAMSH2,
sin embargo, por su baja intensidad podria sélo ser un interferente. En cualquier caso, al
cuantificar la proteina presente en la muestra enriquecida, para obtener un valor neto de la
misma, se cuantificd también la muestra del cultivo sin transformar para emplearlo de blanco
y restarsela (ver metodologia). Debe tenerse en cuenta que la cuantificacién de Bradford
contiene un error intrinseco al tomar en cuenta sélo los grupos aromaticos entre los residuos
gue conforman a una proteina, pues el reactivo de Bradford reacciona con estos, provocando
el cambio de color que es finalmente cuantificado; en el presente trabajé se desprecié dicho
error. De la misma forma se utilizé la muestra del cultivo sin transformar para los ensayos de

interaccion.

Evaluacion de la interaccion entre GAMSH2 y dsDNA mediante ensayos tipo EMSA

(Electromobility Shifting Assay)

Después de la purificacién de GdMSH2, y para poder realizar los ensayos de interaccion
proteina-DNA, ésta se cuantific6 mediante colorimetria con el reactivo de Bradford
obteniéndose una estimacion de 1.288 pg/uL de proteina. Esta, en diferentes cantidades,
como puede observarse en la figura 34, fue incubada junto a una sonda de dsDNA
fluoresceinada en el extremo 5’ para posteriormente observar su interaccién a través de su

retardamiento en un gel de poliacrilamida nativo.
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Figura 34. Ensayos tipo EMSA en gel PAGE nativo para observar la interaccion entre GAMSH2 y dsDNA.
A) Gel de poliacrilamida (29:1) al 10 % en el que se cargaron las reacciones de interaccién GdAMSH2-
DNA-homoduplex. Sélo aparecen las bandas correspondientes a la sonda libre. La tonalidades azules
son un efecto en el programa Image Studio (Li-cor®) y aparecen por la saturacién de la sefial. B) En
presencia o C) ausencia de ATP. El carril “Sin transformar” indica la incubacién de la sonda de dsDNA
con un extracto obtenido de un cultivo de E. coli BL21 STAR libre de la construccién pRSET_GdMSH2,
utilizado como fondo. D) cuantificacién (de tres experimentos independientes) de la sonda retenida
en complejo con GAMSH2 (banda superior en los geles) realizada en el programa Image Studio (Li-cor®)
y graficada en Graph Prism (GraphPad®). Barras negras: +ATP; barras grises: -ATP. *Diferencia

significativa (P value > 0.05).

Hablando particularmente de los geles presentados en este trabajo de la figura 34, cabe
resaltar que aunque las bandas correspondientes a la formacién del complejo aparecen con
una cercania inesperada a la banda correspondiente a la de la sonda libre, asi es la forma en
que el complejo se manifiesta pues el experimento es completamente reproducible. Ademas,
la banda correspondiente al complejo, todos los casos, es muy difusa, lo que era esperado al
emplear 4 % de poliacrilamida, en proporcion 38:1 de acrilamida:bisacrilamida, para el gel. La
razén por la cual se utilizd esta concentracidon y esta proporcion de poliacrilamida es porque
concentraciones mayores impedian que el complejo penetrara el gel y apareciera en laimagen

del mismo, como puede observarse en panel A) de la figura 34, donde el gel es mucho mas
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concentrado y a proporcion 29:1 de acrilamida:bisacrilamida, como se usa normalmente, sélo
existen las bandas correspondientes a la onda libre e inclusive se puede notar cdmo su

intensidad disminuye conforme la cantidad de proteina aumenta.
Discusidn

La via de reparacién de apareamientos erréneos (MisMatch Repair, por sus siglas en inglés) es
un proceso de suma importancia y fuertemente conservado entre procariontes y eucariontes
(Pochart, P., et al, 1997). Aunque su estudio en Giardia resulta interesante debido a las
caracteristicas minimalistas, asi como el hecho de ser un organismo de divergencia temprana,
dicha via no ha sido estudiada experimentalmente en Giardia. Estudiarla podria sefialar las
diferencias que existen entre organismos para esta via de reparacién con respecto a la de

Giardia para asi determinar los detalles cruciales que le permiten llevarse a cabo.

Abordar el cebador paso de la via MMR, el reconocimiento del error en el DNA, es una reaccion
importante para caracterizar dicho mecanismo en Giardia. Para ello, se procedié a identificar
in silico a la proteina GAMSH2 mediante alineamientos, contra las homodlogas de otras
especies, de la secuencia aminoacidica predicha a partir de su gen putativo reportado por
Marilee Ramesh y su equipo de trabajo (Ramesh, M., et al, 2005), y con su estructura

tridimensional, como puede observarse en las figuras 16 y 17.

De los ensayos in silico se obtuvo que el gen AY295098.1 (GL50803_113252, en Giardia Data
Base) contiene codificados los cinco dominios que lo acreditan como mhs2 putativa,
enfatizando para cada dominio los siguientes aspectos: Conserva la estructura general de la
superfamilia MutS; El dominio | se encuentra en una region similar a la de hMSH2 (1-24): 17-
123, aunque débilmente conservado (figura 16, subrayado amarillo); De manera similar, el
dominio Il tiene bajo nivel de conservacion pero se encuentra en una regién parecida a la de
hMSH2(125-297): 150-316 (figura 16, subrayado verde); La fuerte conservacién en el dominio
[ll de la regién a hélice palanca transductora de la actividad ATPasa (D. V) y de interaccién
con el DNA (D. IV), comprendida entre los aminoacidos 613 a 661 (mientras que en hMSH2
estd en 554-619). Ademas, la regiéon N terminal de este dominio, que abarca las posiciones

344-529 (300-456 en hMSH2), es consistente con la generalidad del bajo nivel de conservacién
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de este dominio, como se puede observar en el alineamiento de la figura 16 subrayado azul;
Los dominios IV y V constituyen la base esencial de MSH2, pues en ellos se tienen las funciones
principales: interaccidon proteina-DNA, dimerizacidon e hidrdlisis de ATP; y se encuentran
fuertemente conservados en GdMSH2 entre las posiciones 530-612 y 679-905,
respectivamente, (figura 16, subrayados rosa y rojo, respectivamente). Su conservacién
estructural puede observarse en la comparacion de la estructura predicha y las de referencia
en las figuras 16 y 17, al notarse la abrazadera del D.IV en la parte inferior, o el motivo hélice-
vuelta-hélice del D. V en la parte superior. (Warren, J., J., et al, 2007; Kunkel, T., A. y Erie, D.,
A., 2005); El hecho de que esta secuencia contenga putativamente todas estas caracteristicas,
a nivel proteina, es una fuerte sugerencia de que se comporte como sus homdlogas ya
caracterizadas durante la experimentacion in vitro, y apoya fuertementela existencia de la via

MMR en G. duodenalis.

En la figura 16, panel A), se aprecia la representacion de estos dominios mediante colores
sobre el modelo predicho de la proteina GdAMSH2. En dicha representacién no se toman en
cuenta las diferencias, como inserciones aminoacidicas, que son propias de G. duodenalis para
identificar con mayor facilidad a cada uno. Ademas, para la identificacidon de los dominios | y
I, como se menciona en el pie de figura 16, se utilizaron las secuencias de los mismos
equivalentes en la MSh2 humana de acuerdo PFAM y a los equipos de trabajo de Michael A.
Edelbrock (Edelbrock, M., A., et al, 2013) y Joshua J. Warren (Warren, J., J., et al, 2007). Esta
identificacion se complementd observando la conservacién de dichos dominios en el panel B)
de la figura 16, con lo que puede presumirse de precisa, teniendo en cuenta que las bases de
datos no reportan estos dominios, | y Il, en GAMSH2, como frecuentemente sucede con sus
secuencias por ser un organismo de divergencia temprana y con inserciones aminoacidicas
atipicas entre eucariontes (Morrison, H., G., et al, 2007). Resultan evidentes estas diferencias
al observar las brechas que se crean entre las posiciones 190 y 250, por ejemplo, del
alineamiento en el panel B de la figura 16, donde la secuencia de G. duodenalis se mantiene

continua mientras las de los otros organismos no.

Sin reparar en los problemas observados hasta ahora durante la expresién piloto de GAMH2,

se probd purificarla en mayor cantidad y calidad mediante columnas de agarosa-niquel
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(cromatografia de afinidad quimica) y se obtuvo la imagen 21, donde se aprecia que la sefial
de GdMSH2 aparece tenuemente comparada contra la de 70 kDa. Por un lado, este
experimento sefiala que la posibilidad de que en las anteriores pruebas piloto, la cantidad de
cultivo no haya sido suficiente para lograr observar sefial a 100 kDa; por otro lado, se puede
sospechar de la secuencia del gen en el plasmido: que haya sido mutada de alguna forma por
la bacteria, bien porque le es téxica, o bien por simplemente serle ajena (Duong-Ly, K., C.,
Gabelli, S., B., 2014). Para verificar si el problema estaba en la secuencia, se disefié un cebador
cuya diana fuera la regidon nucleotidica equivalente a si la proteina fuera de 70 kDa
conservando el extremo amino terminal (pues la sefal de los anticuerpos en las
inmunodetecciones asi lo indican), como sugiere Paul T. Wingfield para dirigir los esfuerzos a
encontrar el posible problema (Wingfield, P., T., 2015). Se determind que esta region era la
qgue rodea el nucleétido 1890. Asi, con este oligo, se secuenciaron los plasmidos obtenidos de
las clonas positivas y en todos se encontré que ninguna modificacidon habian sufrido, como se
muestra en la figura 23 B). Por lo tanto, la degradacién o procesamiento de la proteina
GdMSH2 debe tener lugar en los eventos rio abajo de la transcripcién, o bien, durante el
proceso de purificacion. En un andlisis mas acertado sobre la sefial a 70 kDa apunta a que la
proteina es procesada de cierta manera especifica por la maquinaria de la bacteria, lo que
explicaria la ausencia de barridos o sefiales “escalera” en los carriles donde aparece la banda

de 70 kDa.

Para resolver la hipdtesis planteada en este proyecto: GdMSH2 es capaz de reconocer y unirse
in vitro a dsDNA homoduplex, se llevaron a cabo experimentos en los que se enfrentaron a
GdMSH2 contra una sonda de DNA homoduplex fluoresceinada en el extremo 5’ de una de las
dos cadenas, de 60pb. Para visualizar la interaccion de estos enfrentamientos se cargaron los
20 uL de reaccién a geles nativos de poliacrilamida, como se muestra en la figura 34, en los
gue puede observarse que conforme aumenta la cantidad de proteina GAMSH2, mayor es la
cantidad de DNA homoduplex unido en complejo proteina-DNA, a juzgar por la intensidad
creciente de la banda superior en los carriles. Estos resultados son consistentes con las
conclusiones experimentales presentadas por los equipos de trabajo de Richard Fishel (Fishel,

R., et al, 1994) y Tomas A. Prolla (Prolla, T., A., et al, 1994), donde demuestran que MSH2,
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humana y de Saccharomyces cereviceae, respectivamente, es afin a cadenas dobles de DNA,
tanto a homoduplex como al heteroduplex (que contiene un apareamiento erréneo). A simple
vista, si se comparan los geles +ATP y —ATP de la figura 34, no parece haber diferencia alguna
en cuanto a la intensidad de la sefial del complejo formado por lo que GAMSH2 se une a DNA
de manera independiente del ATP, consistente con lo observado por Tomas A. Prolla (Prolla,

T., A, etal, 1994).

Auln con 4 % de poliacrilamida 29:1 en el gel la banda correspondiente al complejo proteina-
DNA jamas aparecid a pesar de que la disminucion de intensidad de la sonda libre indicaba
fuertemente que la reaccién de interaccién si se estaba llevado a cabo. La solucidn a este
problema (emulando los geles completamente hidratados de anchas paredes de poro y poros
“macro” obtenidos por crio-polimerizacién por el equipo de Qian Zhao (Zhao, Q., et al., 2010)),
gracias a la sugerencia de Pablo Franco Urquijo, estudiante de doctorado y compaiiero en el
departamento, recayd en el principio mismo del retardamiento provocado por la matriz gel,
es decir, la red de poros que se crea en el gel. Para permitir que el complejo logre atravesarlo,
una red de poros mas grandes permite que se disminuyan los efectos estéricos que impiden
el paso del complejo, por lo que utilizar una proporcion mayor de acrilamida sobre
bisacrilamida fue clave para lograr obtener en el gel laimagen de ambas sefiales: la sonda libre
y la sonda en complejo con GdMSH2. Sin embargo, mayor concentracién de esta
poliacrilamida revertié el efecto y se obtuvieron resultados similares a cuando se utilizaba a
29:1, por lo cual todos los geles donde pudo observarse el cambio de retardamiento que

evidencio la interaccion proteina-DNA fueron a 4 %.

Los datos obtenidos de tres experimentos independientes para cada caso se graficaron en la
figura 34 en la que puede apreciarse con mejor detalle que, a pesar de que los experimentos
de interaccion en presencia de ATP parecen dotar de mayor afinidad a la GAMSH2 por el DNA
homoduplex, no existe diferencia significativa dentro de las concentraciones de proteina
utilizada, sin embargo, en ausencia de ATP, el complejo parece alcanzar un limite de
saturacion antes que en el caso donde si existe ATP. La consistencia de estos resultados queda
en duda pues los estudios realizados por el mencionado equipo de trabajo de Tomas A. Prolla

(Prolla, T., A, et al, 1994) en el que muestran que la interaccion SCMSH2-mmDNA u
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homoduplex se da independientemente de ATP, difieren con los presentados por Fisher,
también ya mencionado (Fishel, R., et al, 1994), donde aseguran que el ATP estimula la unién,
permitiendo que la reaccidn alcance su limite de saturacién a menor concentracion de hMSH2.
La discrepancia entre los estudios puede deberse principalmente a que cada estudio analiza
proteinas homoélogas de diferentes organismos, y a que en el de Prolla, la interacciéon con o
sin ATP se evalua no sélo formando el complejo SCMSH2-DNA, sino que se unen también PMS1
y MLH1, lo que podria sustituir la estabilidad dada por el ATP que Fisher si observa en sus
propios experimentos. Es importante también sefialar que en los experimentos mostrados en
el presente trabajo fueron realizados sélo con DNA homoduplex, por lo que la dependencia

de ATP pudiera no ser notoria.
Conclusiones

e MSH2 se encuentra fuertemente conservada entre organismos tanto procariontes
como eucariontes.

e MSH2 de Giardia duodenalis contiene los dominios putativos de mayor relevancia para
su funcionamiento: el dominio IV de unién al DNA y el dominio V de ATPasa.

e Hay mejor expresién de GAMSH2 con pRSET que con pET100.

e EL método de enriquecimiento para purificar a GdAMSH2 permite obtenerla sin
interferentes.

o GdMSH2 es afin al dsDNA de manera independiente a ATP, en el rango de

concentracion de proteina analizado.
Perspectivas

o Determinar la afinidad de GAMSH2 sobre DNA con apareamientos erréneos y su
posible dependencia de ATP.
e Continuar caracterizando otros componentes de la via MMR y los pasos rio debajo del

reconocimiento inicial del error en el DNA.
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Apéndice I:
Obtencion de vectores de expresion
Vector pET100

En el laboratorio, el vector de expresiéon pET100 se encontraba inicialmente con la secuencia
para Rad51 como inserto. Para liberarlo, se realizé una digestidon secuencial con las enzimas
de restriccion Nhel y Sacl cuyos sitios de corte flanquean al inserto. En seguida se le realizd
una electroforesis en agarosa 1 % en TBE 0.5X y se cortd la banda de 5.682 kb para ser eluida
del gel mediante electrodialisis. Al buffer con el amplicén eluido se le afiadieron 2.5 volumenes
de etanol absoluto, grado biologia molecular, para dejar reposar durante ~12 horas a -20°C.
Luego se centrifugd a 10 kG durante 15 minutos a 4°C. y se desechd el sobrenadante. Se
realizaron tres lavados agregando etanol 70 % y centrifugando a 10 kG durante 5 minutos. Al
retirarse el sobrenadante restante, se dejd secar durante 30 minutos y se resuspendié en 30

pL de agua MilliQ. Se almacend a —20° C hasta su posterior uso.

z e _
i Xpress™ CCC TT o
|¢m RBS | ATG  6xHis fome ek SCC TTREEgan: sl 7 tom |

Comments for pET100/D-TOPO®
5764 nucleotides

Nde |

T7 promoter: bases 209-225

T7 promoter priming site: bases 209-228

lac operator (lacO): bases 228-252

Ribosome binding site (RBS): bases 282-288
Initiation ATG: bases 297-299

Polyhistidine (6xHis) region: bases 309-326
Xpress™ epitope: bases 366-389

EK recognition site: bases 375-389

TOPO® recognition site 1: bases 396-400
Overhang: bases 401-404

TOPO® recognition site 2: bases 405-409

T7 reverse priming site: bases 466-485

T7 transcription termination region: bases 427-555
bla promoter: bases 856-954

Ampicillin (bfa) resistance gene: bases 955-1815
pBR322 origin: bases 2022-2757

ROP ORF: bases 3001-3192 (complementary strand)
lacl ORF: bases 4507-5595 (complementary strand)

Figura 11. Mapa general del vector pET100 (Invitrogen) en su forma comercial (Invitrogen, Life

Technologies. 2010. User Manual).
Vector pRSET

El vector de expresion pRSET fue proporcionado por el Dr. (Edgar Morales, Depto. de

Bioquimica), quien realizd las siguientes modificaciones en el mismo:
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- Eliminacién de las 9 pb “espaciadoras” entre el codén de inicio ATG de la traduccion y
la etiqueta de histidinas (CAC X 6) para optimizar la expresiéon de la proteina
recombinante.

- Optimizacién del uso de codones CAT por CAC en la etiqueta de histidinas.

- Eliminacién del gen 10 del fago T7.

El sitio de clonacion multiple quedd reducido a dos sitios de restriccion: BamHI y Hindlll gracias

a la insercién del gen ScODC (Ornitin-decarboxilasa).

Para disponer correctamente de este vector y poder ligarlo a la secuencia de interés (el gen
Gdmsh2), se realiz6 una PCR (empleando la DNA polimerasa de alta fidelidad Phusion, de
NEB®, #M0530S) con los oligos: F2pRIVA, 5° CAACCTGAAAGCTTGATCCGGCTG 3’; R2pRIVA, 5
GCTCCATGGATCCACCCTGGAAG 3’, que dotan al producto con una regién de complementariedad

con el inserto, con estas condiciones:

Reactivos volumen
Buffer 5X 50 pL
dNTP’s mix 5puL

F2IVA, 10 uM 12.5 uL
R2IVA, 10 uM 12.5 uL
Polimerasa Phusion® 2.5puL

DNA gendmico 5puL

Agua MilliQ hasta 250 uL
Desnaturalizacion inicial 98° C, 30”
Desnaturalizaciéon 98° C, 10”
Alineamiento 58.9°C, 30’} 35 ciclos
Extension 72°C, 1.75
Extension final 72°C, 7

Incubacién  4°C, oo

de manera que el producto obtenido fuera el vector sin la secuencia ScODC y con 20 pares de
bases complementarias al producto de PCR de Gdmsh2 anteriormente descrito. Se midio la
cantidad de producto obtenido a través de espectrofotometria con Nanodrop 2000 (Thermo
Scientific), y se estimaron 0.62 pg/uL para Gdmsh2 y 0.64 ug/uL para pRSET, con los indices

de calidad indicados en la tabla 4. En seguida, este ultimo amplicén fue defosforilado
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mediante la fosfatasa alcalina de ternera (NEB®, M0290S) con el fin de dar lugar a la ligacién
con el producto Gdmsh2, y se precipitd empleando acetato de sodio y etanol, obteniéndose
18.7 ng/uL. Por ultimo, para transformarlos en E. coli TOP 10 se considerd una proporcion

inserto:vector de 15:1.
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Apéndice II:

Origenes del estudio de la via MisMatch Repair

A mediados de la década de los 60’s, el grupo de investigacion de Robin Holliday que
trabajaban en estudios sobre la recombinaciéon en hongos, detecté que en algunos sistemas
la recombinacion podia llegar a darse con cierta frecuencia significativa aun entre hebras de
DNA que no eran 100% homdlogas, sino que diferian en al menos una base, por lo que
sugirieron la idea de un sistema de correccidn que, previo al proceso de recombinacion,
homogenizaba la complementariedad de ambas cadenas para que la recombinacién se diera
eficazmente, proceso al que nombraron conversidon de genes (Holliday, R., 1964). Alrededor
de una década después, la dilucidacion de dicho mecanismo comenzd a darse gracias a
multiples trabajos, como los de Judith Wildenberg y Matthew Meselson en 1975, donde
transfectando bacterias (en condiciones minimas de recombinacién) con DNA del fago A con
apareamientos erroneos determinados observaron que en la progenie de fagos los
apareamientos erréneos habian sido reparados, el DNA en ellos contenia una cadena parental

y otra que habia sido reparada (Wildenber y Meselson, 1975).

Un afio después, 1976, Robert Wagner y Mathew Meselson realizan experimentos similares
con mayor detalle y logran obtener conclusiones que caracterizan a la via MMR bacteriana: la
reparacion se da preferentemente en una de las hebras del DNA, la degradacién de la region
danada inicia en donde se encuentra el apareamiento erréneo y se da preferencialmente en
la direccion 5’ 3’. Ademas, sugieren que la via MMR podria actuar no sélo en la mediaciéon
de la recombinacién, sino corrigiendo errores originados durante la replicacién, incluso
sugieren que la via podria actuar con alta eficiencia en cadenas recién sintetizadas quiza

debido a su estado no metilado (Wagner, R., Meselson, M., 1976).
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Durante los siguientes afios, y a la fecha, los mecanismos de la via MMR se siguen dilucidando,
y una gran parte de éstos ya han sido descritos. En 1991, Paul Modrich realiza una revision de
lo conocido hasta el momento sobre dicha via de reparacion. En esta revision, el autor reune
evidencias tales que permiten proponer los siguientes modelos de acciéon de la via MMR

procarionte:
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Figura 5. Modelo de la via MMR procarionte. A) Primeros pasos de la via, desde el reconocimiento del
apareamiento erréneo hasta la generacion del Nick en la cadena a degradar. B) Via MMR general;
puede degradar la hebra dafiada en cualquier direccidn seguln la nucleasa: exonucleasa VIl o Rec) exo

para 5'=>3’, Exo | para 3’25’ (modificada de Modrich, P., 1991).

La figura 5. A se generd a partir de las observaciones de las proteinas cristalizadas formando
complejos con DNA con apareamientos erréneos y las evidencias que indican que la metilacién
en los sitios GATC dirigen la distincién entre la cadena templado y la cadena errénea. Ademas,
en la figura 5. B se ilustra la propuesta de secuencia de pasos y acciones de cada complejo

(Modrich, P., 1991).

En la segunda mitad de la década de los 80’s se retoma el trabajo de Robin Holliday y se
pretende extrapolar lo observado de la via MMR en procariontes a sistemas eucariontes. Los
hongos fueron analizados mediante técnicas de conversion de genes mediante transfeccion
con DNA a recombinar con apareamientos erréneos (Grilley, M., et al., 1990). Ademss, la

generacioén de cepas mutantes de S. cerevisiae en los genes PMS han demostrado la presencia
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de la via MMR en eucariontes gracias al fenotipo mutante que resulta de dichas mutaciones,
y a la baja viabilidad de sus esporas (Williamson, et al., 1985; Kramer, et al., 1989). Otros
experimentos realizados In vitro han permitido determinar que es suficiente una ruptura de
cadena sencilla (Nick) para dirigir el mecanismo MMR en células eucariontes. Empleando DNA
heteroduplex (con apareamientos erréneos) con Nick en posiciones determinadas, Holmes
demostré que la reparacion MMR se realiza mediante el reconocimiento de rompimientos de
cadena sencilla tanto en células de Drosophila melanogaster como en lineas celulares
humanas (Holmes, J., 1990). De manera analoga, con multiples experimentos se ha reportado
gue es necesaria la presencia de ATP, y similitudes con el sistema bacteriano en cuanto a la
discriminacion entre cadenas se refiere. Por otro lado, se ha reunido evidencia directa sobre
el reconocimiento y procesamiento de apareamientos errédneos en S. cerevisiae: Kolodner y
colaboradores observaron que células mitéticas de S. cerevisiae son capaces de reparar
sustituciones de una sola base, cambios de marco de lectura por un solo nucleétido extra y

pequenas inserciones/deleciones (Bishop y Kolodner, 1986).

Adicionalmente, el uso de ATP por parte de los primeros pasos en la via MMR ha sido
ampliamente estudiado. Samir Acharya y colaboradores han propuesto un modelo en el que
MUTS de Thermus aquaticus expresado en E. coli, utiliza el ATP de manera secuencial
aprovechandose de sus dos sitios ATPasa. Los autores llaman al modelo switch molecular
regulado por ATP. Mediante la diferencia entre ATP inicial y ATP final, midieron la cantidad de
ATP hidrolizado por MUTS y observaron que, cuando lo enfrentan a mmDNA (mismatched
DNA, con apareamiento erréneo), su interaccion es mucho mas estable que con el DNA
homoduplex. Ademads, mediante TIR (Total Internal Reflectance), una variante de la
resonancia de plasmones, evaluaron la formacién de cada complejo y su dependencia a ATP,
con lo que obtuvieron lo siguiente: MUTS puede unirse inespecificamente al DNA de forma
reversible; esta interaccién es mads estable cuando en el DNA existe un apareamiento erréneo
qgue, de haberlo, MUTS requerira de la hidrélisis de ATP para mantener dicha interaccién ahora
si especifica; el reclutamiento de MUTL afianza la unién al apareamiento erréneo en el DNA

siempre que se mantenga un suplemento de ATP (Acharya, S., 2003).
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Mds adelante, en 1997 Eric Alani y colaboradores caracterizaron las proteinas MSH2 y MSh6
(MUTSa) con respecto a la hidrdlisis de ATP e interacciones o reconocimiento de cada una con
el DNA mismatched mediante aproximaciones genéticas y bioquimicas introduciendo
mutaciones puntuales en el gen Msh2 en sus sitios ATPasa y el putativo hélice-vuelta-hélice.
Los efectos de dichas mutaciones fueron analizados genéticamente midiendo la frecuencia de
mutacion, y bioquimicamente midiendo la estabilidad del dimero, de su unién al DNA
apareado erréneamente y su actividad ATPasa. Los autores encontraron asi que el cambio en
el sitio ATPasa no afecta la unién del heterodimero al DNA apareado erroneamente pero si a
los siguientes pasos de la via. Ademas, las mutaciones en el motivo hélice-vuelta-hélice en el
dominio V de MSH2 revelaron que éste es necesario para su interaccién con MSH6. Con ello,
sugieren que este motivo hélice-vuelta-hélice de MSH2 dirige la interaccion con MSH6
mediante la hidrdélisis de ATP, obteniéndose como resultado neto de estos cambios de
interaccidn la modulacion del reconocimiento de apareamientos erréneos en el DNA (Alani,

E. etal, 1997).
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Apéndice llI:

Generalidades de las vias de reparaciéon del DNA

La mas fiel de las vias de reparacidon es la recombinacién homédloga, HRR, pues usa un
templado de DNA homdlogo a la cadena a reparar (he aqui una de las razones por las que es
ventajoso tener mas de un alelo de cada gen). Esta via es activada cuando se detectan DSB’s
(al igual que la via NHEJ, principalmente activa en la fase del ciclo celular G1y noenla S ni G2,
como la HRR) mediante el complejo MRE11-RAD50-NBS1, en humanos, que comienza a
degradar el extremo 5’ para obtener ssDNA 3’ al que se le uniran RPA’s (proteina de replicacion
A) que promueven la interaccién de RAD51 con el ssDNA. Al formarse este nuevo complejo,
RAD54 estimula lainvasién de una molécula de DNA homdéloga que serd usada como templado
para resintetizar la porcién dafiada, lo que provoca que se formen dos uniones tipo Holliday y
ocurra migracién de “ramas”. Al final, las uniones Holiday son resueltas por helicasas y

topoisomerasas (Fleck, O. y Nielsen, O., 2004).

EL dimero KU70-KU80 se une a DSB’s, dando inicio a la via NHEJ. En seguida se recluta la
subunidad catalitica de la proteina quinasa de uniéon a DNA (DNA-PKcs) v, si los extremos no
son “ligables, se procesan por nucleasas y posteriormente por polimerasas. Al final, los
extremos de DNA son unidos por la ligasa IV XRCC4-DNA (Fleck, O. y Nielsen, O., 2004). Debido
a que la NHEJ no utiliza una cadena homéloga como templado, se asocia dicha via de

reparacion con la pérdida de nucleétidos y, por ende, de informacién.

Cuando se presentan lesiones que generan la formacion de aductos de DNA, como la
dimerizacidon de timinas o los entre- e intra- cruzamientos de cadenas, y fotoproductos
inducidos por la radiacién UV, la via de reparacién activada para solucionarlos es la escision
de nucledtidos, NER, que contiene dos subvias: la reparacion global del genoma (Global
Genome Repair, por sus siglas en inglés, GGR), encargada de remover el dafio en cualquier
region del genoma, y la reparacion acoplada a la transcripcion (Transcription-Coupled Repair,
por sus siglas en inglés, TCR) que repara el dafo especificamente en la hebra transcrita de
genes activos. UV-DDB, complejo compuesto por DDB1, DDB2 y XPC-hHR23B, reconoce el
dano en la via GGR y recluta al complejo NEF4, RAD7 y RAD16, quien mediante RAD7 une al
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complejo NF2, RAD4 y RAD23, que estabiliza la unién al DNA especificamente en el sitio donde
es detectado el dafo. Asi, en la TCR, se comienza con el arresto de la RNA polimerasa y la
participacion de las proteinas CSA, CSB, RAD26 y RAD28. Los siguientes pasos son idénticos en
ambas subvias. Se reclutan los complejos NEF1 y NEF3 y el factor de transcripcién TFIIH, cuyas
subunidades XPB y XPD, siendo helicasas de polaridad opuesta entre si, desenrrollan el DNA
alrededor de la lesidon. En seguida se unen XPG, y XPA-RPA, siendo éstos ultimos los
encargados de verificar el correcto ensamblaje de todo el complejo en el sitio del dafio en el
DNA y asegura que, cuando se una XPF-ERCC1, XPG y XPF-ERCC1 corten la cadena dafiada del
lado 3’ y 5, respectivamente, eliminando de 24 hasta 32 nucleétidos entre os cuales se
encuentra el dafiado. Por ultimo, se resintetiza el segmento cortado y se ligan los extremos

(Fleck, O., Nielsen, 0., 2004).

Cuando el dafio en el DNA se da directamente en la base nitrificada de un nucleétido
(alquilacion, oxidacién, desaminacidn), es decir, el dafio no provoca la formacién de aductos,
la via activada es la reparacion por escision de bases, BER. Las glicosilasas detectan las bases
con lesiones, cuando éstas se detectan, dichas enzimas cortan el enlace N-glicosilico que une
la base dafiada con el azlcar, credndose un sitio apirimidinico/apurinico (sitio AP, que por si
solo es ya considerado un dafio), en seguida, una endonucleasa afin a sitios AP (APN1 o APN2)
retira el esqueleto de fosfato-azlcar de la cadena y el gap de un solo nucledtido es rellenado
por la DNA polimerasa B y luego es ligada la cadena. La actividad deoxiribofosfodiesterasa de
la pol B puede remover el enlace 5’ de lo que resta del nucleétido AP, sin embargo, cuando
dicha actividad no logra eliminar tal enlace, se lleva a cabo el proceso long-patch BER (parche
largo de la reparacidn por escisién de bases), en el que se retiran de 2 a 8 nucledtidos entre
los que va el dafiado. Al final, una porcién de la cadena en la que se encontraba el dafio queda
sobrelapando a la recién sintetizada; FEN1 se encarga de eliminarla (Fleck, O., Nielsen, O.,

2004).

Una via de reparacion menos estudiada como tal es la reparacion mediada por
metiltransferasas, cuya funcién consiste en eliminar alquilaciones extras en el DNA. Las
enzimas que actlan en esta via, metiltransferasas, transfieren de forma irreversible los

metilos en el DNA a sus residuos de cisteina.
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