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Abreviaturas

RFLP- Restriction fragment lenght polymorphism
DNAr- DNA ribosomal

RNAr- RNA ribosomal

RNA pol I- RNA polimerasa I

SL1- factor de sclectividad especie-espectfico
UBF- Upstream Binding Factor

HMG- High Mobility Group

TBP- TATA-Binding Protein

TAF- TBP-Associated Factor

SSE- Specie- Specific Element

ITS-Intemal Transcribed Spacer

ETS- External Transcribed Spacer



Resumen

\
Los genes de RNA ribosomal de Entamoeba histolytica se encuentran localizados en una

molécula extracromosomal circular de 24.4 kb (episoma ribosomal). Cada célula cuenta con un
promedio de 200 copias de esta molécula. El episoma ribosomal constituye un modelo sencillo para
iniciar ¢l estudio sobre la organizacién génica, la replicacién y la transcripcion del DNA en este
parésito, sobre el cual se conoce poce a nivél de genética molecular. Con el fin de iniciar la
caracterizacion de la regién promotora de los genes de RNA ribosomal de Entamoeba histolytica, se
aislé una clona genémica con el extremo 5’ del cistrén ribosomal. Usamos diferentes criterios para
limitar la unidad transcripcional, como por ejemplo, ensayos tipo “northern” y anflisis de RNA
naciente. Con la primera técnica, se detecté un precursor pequefio, contenido dentro de los 600
nucle6tidos hacia arriba del gen ribosomal 17S. Sin embargo, al hibridar fragmentos de la clona
genémica con RNA naciente se detects una sefial que sugiri6 un precursor m4s largo. Para averiguar
si ]a unidad transcripcional estaba contenida dentro de la clona gen6émica, se subcloné aquel
fragmento de la clona gen6mica que gener6 una fuerte sefial con el RNA naciente y se sometié a una
digestién controlada con Bal 31, Los resultados obienidos indicaron que el extremo 5° de 1a unidad
transcripcional estd contenida dentro de la clona genémica que se aislé inicialmente, y lograron
limitar de forma aproximada el tamaiio del lider ribosomal dentro de esta clona, S¢ presenta, en esta
tesis, parte de la secuencia nucleot{dica del lider ribosomal. Estos experimentos, en conjunto,
sugieren fuertemente la existencia de una molécula precursora ribosomal que se procesa rdpidamente
con un tamafio méximo de 2.7 kb y un tamafio mfnimo de 2.1 kb en Entamoeba himlytic:a.
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I- Introduccién
A- Generalidades sobre la amibiasis
al - P iva histdri
Se han preguntado alguna vez por qué los ingleses no sufren una amibiasis invasiva,
mientras que nosotros los mexicanos la sufrimos con frecuencia ?

Este hecho ha generado una confusi6n tal, que durante décadas se cuestion el
significado y la importancia del diagnéstico de una infeccién por Entamoeba
histolytica. Adn cuando las primera descripciones del parésito se hicieron a finales del
siglo pasado, esta confusién provocé un retraso considerable en el conocimiento de esta
enfermedad. Lesh identific6 por vez primera el par4sito en 1875, en un paciente que
sufrfa diarrea crénica y que presentaba amibas en heces. El papel patégenico de las
amibas lo demostré Kartulis unos afios después, en Egipto, describiendo ademds
lesiones en el hfgado asociadas a la infeccién por el pardsito. A principios de siglo,
Walker y Sellards demostraron la existencia de amibas patégenas ( E. histolytica) y de
amibas no patégenas ( Entamoeba coli). Posteriormente aumentaron los reportes de
otros géneros y especies amibianas capaces de habitar en calidad de comensales en el
tracto gastrointestinal y se identificaron individuos infectados con la misma E.
histolytica que no presentaban sfntomas de enfermedad. Asf mismo, estudios
epidemiolSgicos gruesos sugirieron que en climas cdlidos los trofozoitos de E.
histolytica originaban amibiasis invnsiva.en uno de cada 5 individuos infectados,
mientras que en climas templados sélo uno.de cada millén de individuos infectados
desarrollaban la enfermedad.

La amibiasis sigue siecndo un problema social y de salud importante, sobre todo en
pafses en vfas de desarrollo, donde las condiciones de salubridad inadecuadas junto con
la pobreza e ignorancia, se combinan para sostener una alta incidencia de amibiasis
invasiva en nifios, y de abscesos hepiticos en adultos. Ambas formas de amibiasis
pueden ser fatales si no existe un diagnéstico rdpido y un tratamiento adecuado.

En las Gltimas dos décadas han resurgido el nimero de investigaciones sobre la
amibiasis. Esto se debe, en parte, a un reconocimiento mundial de la necesidad de
estudiar los aspectos basicos de la biologfa del parésito y también at desarrollo de un
método para cultivar la forma adulta de E. histolytica en condiciones axénicas
(Diamond, 1968). Por otro lado los avances en la biologfa molecular ocurridos en la



Gltima década ofrecen una altemativa valiosa para estudiar diversos aspectos que no se
han resuelto por técnicas convencionales. E. histolytica ha sidp considerada
tradicionalmente como un organismo primitivo y anaerobio, ya que carece de
mitocondrias y de otros organclos asociados con células eucariotes superiores
(Martfnez- Palomo, 1982). La falta de conocimiento sobre ploidfa y recombinacidn, al
igual que la ausencia de sexo en E. histolytica han impedido que se realizen estudios de

iy

genética convencionales.

a2- E histolytica- iolégico de Ia amibiasi
Entamoeba histolytica es la causa de altos niveles de morbilidad y mortalidad por
amibiasis en pafses en vias de desarrollo, y estd clasificada como el tercer agente
patolégico parasitario més importante, después de la malaria y la esquistosomiasis; se
estimé en el afio de 1981 que cerca de 500 millones de individuos se infectan
anualmente por E. hisrolyticd (Walsh, 1986). La mayorfa de las infecciones son
asintométicas y apatentemente no patogénicas. Se piensa que en €stos cas0s, ocurre una
erradicacion espontinea del pardsito en un lapso de meses (Nanda y col., 1984). Sin
embargo, un 10% de los casos desarrollan amibiasis invasiva en donde los sfntomas
van desde una diarrea media y transitoria hasta una colitis ulcerativa crénica (Reed y
Braude, 1988). En algunos casos, ocurre una diseminacién por el torrente sangufneo
que resulta en Ia produccién de abscesos amibianos extraintestinales, principalmente en
el higado. Alrededor de 75000 muertes al afio s deben a una amibiasis invasiva
(Guerrant, 1986). El ser humano es el \inico reservorio y fuente de la infecci6n.

g3- P icidad de Ias infecci E_histolyti

Dos de los aspectos mds desconcertantes de E. histolytica son la variabilidad
considerable de su potencial patogénico y la restriccién de la amibiasis invasiva a ciertas
areas geogréficas, pese a la distribucién mundial del pardsito. E. histolytica comprende
tanto cepas no patégenas como cepas patégenas, éstas tiltimas con diferemes grados de
virulencia, Las cepas mds virulentas son prevalentes en regiones en donde la amibiasis
invasiva es comin, mientras que las de baja virulencia presentan una distribucién mds
cosmopolita. La pregunta obvia que susgi6 entonces fue si las amibas aisladas de

infecciones sintométicas o asintom4ticas representaban grupos genéticamente distintos o



dos fenotipos potencialmente interconvertibles del mismo organismo (Sargeaunt, 1987;
Mirelman, 1987a). Aunque trabajos recientes sugieren fuertemente gue estos dos
grupos representan identidades separables genéticamente (Tannich y col., 1989),
existen reportes de ciertos aislados no patogénicos que son capaces de convertirse en
formas patdégenas in vitro (Mirelman y col. 1986b; Mirelman y col., 1986a), que
deberan revisarse con detenimicnto.

[0

B-Biologia celular de E. histolytica

b1- Ciclo de vida

E. histolytica tienen un ciclo de vida que consiste fundamentalmente en cuatro
estadios consecutivos que son, el trofozoito, el prequiste, el quiste y el metaquiste, El
trofozoito es el estado adulto mévil de la amiba. Mide de 15 - 30 um de didmetro y
habita en el intestino grueso la mayor parte del t.ieinpo como comensal. El trofozoito se
multiplica por divisién binaria (Schaffer y col, 1961) y se enquista cuando las
condiciones del medio se vuelven adversas. El prequiste es un estado intermedio entre
el trofozoito y el quiste y se caracteriza porque presenta una actividad retardada, sin
refringencia. Su forma es oval y es mds pequefio que el trofozoito. Durante la
maduraci6n a quiste secreta progresivamente una cdpsula de quitina (Cleveland y
Sanders, 1930). El quiste es la forma infectiva del pardsito. El quiste es inmévil y
mide de 10 a 20 um de didmetro. Conticne cuatro micleos y tiene una pared de quitina
que lo protege del medio ambiente (Cleveland y Sandets, 1930). El metaquiste es un
estado intermedio entre el quiste y el trofozoito y aparece una vez que el quiste llega al
intestino grueso y se va deshaciendo de la pared de quitina para terminar dividiéndose
en cuatro u ocho trofozoitos (Arroyo- Begovich y col. 1980). Los quistes se ingieren
oralmente a partir de agua o alimentos contaminados y se desenquistan en el intestino
grueso, La colonizacién de la superficie de la mucosa por el trofozoito puede conllevar
a la invasién de tejidos y a la enfermedad; el ciclo se completa por el enquistamiento del
trofozoito y la excrecién de los quistes, El trofozoito, o la forma mévil del pardsito, no
es infectivo; su vida media es corta fuera del hospedero, y no resiste el dcido clorhfdrico
y las enzimas digestivas del tracto gastrointestinal. Los quistes, por el contrario,

sobreviven en las heces por varios dfas.



b2- Morfologia y uliraestrycturg

El trofozoito es una célula dindmica y pleiomérfica, cuya forma y movilidad son
sumamente sensibles a cambios fisicos y quimicos del ambiente. Su forma es elongada
y presenta lobopodios, bocas endocfticas y a veces un uroide posterior, que se ve como
una cola formada por plieges irregulares de membrana y de filopodios (Gonzélez-
Robles y Martfnez-Palomo, 1983). En la superficie basal hay proyecciones
filamentosas (ﬁlbpodios) de varios migrémetros de longitud. Se sugiere que estos
filopodios puedan estar involucrados en la fijacién al epitelio intestinal.

La membrana plasmética tiene un espesor de 10 nm y estd cubierta en la superficie
externa por una capa delgada compuesta de glicoprotefnas (Martinez- Palomo, 1982); se
piensa que la capa de superficie contiene residuos de manosa y glucosa expuestos, ya
que la lectina concanavalina A s¢ une a la superficie amibiana (Manﬁwz-Palorﬂo y col.,
1973). Como resultado de una interaccién con ligandos especfficos, los componentes
de la capa de superficie se redistribuyen y acumulan en la parte posterior de la célula, en
el uroide, para posteriormente ser eliminados al medio. La propiedad de redistribuir los
componentes membranales en un polo especifico de la célula se conoce como fenémeno
de “capping”. Aiin en ausencia de ligandos especfficos, ocurre una muda continua de
los componentes de superficie en los trofozoitos activos. Se sugiere que ambos
fen6menos, la muda y el “capping”, estén involucrados en la evasién de la respuesta
inmune (Calderon y col., 1980; Kettis y Sundquist, 1978).

Los trofozoitos adecuadamente fijados y observados en el microscopio electrénico
muestran dos tipos de especializaciones transitorias en l1a superficie: evaginaciones
(pseudopodios que consisten de lobopodios, filopodios y del uroide posterior) e
invaginaciones ( vacuolas fagocfticas y pinocfticas). Estas diferenciaciones pueden
ocurrir en cualquier momento en la superficie amibiana. Las evaginaciones estén
relacionadas con Ia movilidad y unién de la célula, mientras que las invaginaciones
estdn relacionadas con diversos procesos endocfticos que le permiten a la amiba
incorporar material lfquido y particulado a su citoplasma ( Martinez- Palomo, 1982).

El endoplasma presenta abundantes vacuolas embebidas en una matrfz citopldsmica.
Por microscopfa electrénica se han identificado diferentes tipos de vacuolas
citopldsmicas: vacuolas fagocfticas, macropinocfticas, lisosomas primarios y
secundarios, cuerpos residuales y vacuolas autofdgicas (Martfnez- Palomo, 1982; Aley

y col., 1984; Ravdin y col., 1986). Muchas de ellas conticnen enzimas lisosomales,



algunas unidas a la cara interna de la membrana vacuolar. La organizaci6n
submicroscépica del citoplasma se caracteriza por la ausencia de organelos
diferenciados presentes en las células eucariotes tfpicas- mnocondnas. aparato de
Golgi, retfculo endopldsmico y centriolos. Los ribosomas estdn organizados en arreglos
helicales, que se agregan en inclusiones cristalinas grandes y constituyen los ‘cuerpos
cromatoides' que se ven en el microscopio de luz (Dobell, 1919). Bajo el microscopio
electrénico los cuerpos cromatoides muestran un claro patrén hexagonal. En los
trofozoitos de E. histolytica las helices se encuentran frecuentemente asociadas a
vacuolas digestivas (Rosenbaum y Wittner, 1970). Se han identificado estructuras
filamentosas parecidas a filamentos de actina, aunque esta protefna tiene caracter{sticas
propias ( Meza y col., 1983).

El micleo del trofozoito tiene un didmetro de 4-7 um, y se caracteriza por la ausencia
de nucleélo y la presencia de cromatina periférica bien definida. La membrana nuclear
intema est4 cubierta de aglomerados de cromatina uniformemente distribuidos que le
dan al nucleo la apariencia de un anillo en secciones épticas (Fig.1; Dobell, 1919). El
cariosoma o endosoma es una masa pequefia y esférica, de 0.5 um de didmetro, y estd
localizado en la parte central del niicleo. Se especula que ¢l endosoma pueda ser el sitio
de condensacién de DNA , previo a la segregacién. El mecanismo de divisién nuclear
de Entamoeba histolytica sigue siendo uno de los aspectos mds oscuros de la biologfa
del parésito. Es un hecho que la divisién nuclear sigue su curso sin disolucién de la
membrana nuclear (Martfnez- Palomo, 1982; Cervantes y Martfnez- Palomo, 1980), y
sin la fonnaci.én de cuerpos nucleares distintivos, los cuales estarfan unidos a los
cromosomas eucariotes tfpicos.

No se han descrito organizadores nucleolares como sitios de sfntesis de RNAr
caracterfsticos de los niicleos de los eucariotes; sin embargo en la periferia interna de la
pared membranal del nicleo de E. histolytica existen aglomerados de cromatina
periférica. Al marcar los nicleos con dos diferentes nuclestidos ( UTP-U y TTP-T ), se
~ demostré que el T se distribuy6 aleatoriamente en el ndcleo y principalmente en el
endosoma, en tanto que el U se acumul6 fundamentalmente en la llamada cromatina
periférica (Albgch y col., 1980). Por otro lado, por hibridizaciones in situ con una
sonda especffica contenida dentro del episoma ribosomal (ver més adelante), se
demostr6 que los genes de RNA ribosomal se localizan en la cromatina periférica



Fig. L. Trofozoitos dc E. histolytica en cultivo axénico (cepa HK9).
Microscopfa 6ptica (40X) con tincién de [odo. (Cortesfa de Estefan Miranda)



(Zurita y col. 1991). Estos estudios sugieren fuertemente que esta estructura es la
contrapartida del nucledlo eucariote, mientras que el endosoma gs el sitio de
condensacién del DNA (heterocromatina).
b3- Meuabolismo
Los trofozoitos de E. histolytica no son anaerébios absolutos, como se pensaba
tradicionalmente. Las amibas son capaces de consumir oxfgeno, pese a que no tienen
mitochondrias, y pueden crecer en atmdiferas con 5% de oxfgeno. Por debajo de esta
concentracién de oxfgeno, las amibas son capaces de detoxificar los productos de
reduccién del oxfgeno (McLaughlin y Aley, 1985). El metabolismo del trofozoito es
peculiar, ya que es un aerobio facultativo. Este metabolismo resulta ventajoso para el
parisito, ya que le permite alternar entre un medio ambiente con una baja tensién de
oxfgeno propia del lumen intestinal, y un ambiente sumamente oxigenado caracterfstico
de tejidos sélidos y altamente irrigados como el hfgado. Los carbohidratos son la fuente
principal de energfa del pardsito. La captacién de glucosa involucra un sistema de
transporte especffico, que le permite incorporar 100 veces més glucosa que por via
endocftica. El catabolismo amibiano de la glucosa difiere del de otros organismos
eucariotes, dado que carece de mitocondras. citocromos y ciclo de Krebs, y contiene
enzimas glicolfticas poco comunes. La amiba utiliza el pirofosfato inorgdnico como
fuente de energfa, en tanto que a éste se le considera generalmente como un producto
final del metabolismo (Martinez- Palomo, 1982; McLaughlin y Aley, 1985).

C-Organizacién del genoma

c1-Cromosomas

Debido a la ausencia de un estado de condensacién nuclear durante la divisién, no
conocemos el cariotipo de la amiba, Existen estudios de microscopfa electrénica en
cultivos sincronizados con colchicina que reportan de 4 a 5 cuerpos electrén-densos que
podrfan corresponder a cromosomas (Solis y col, 1986), aunque un estudio mds
reciente, usando el mismo sistema, reporta de 12 a 16 estructuras parecidas a
cromosomas asociadas a arreglos de micrutibulos (Orozco y col, 1988). La técnica de
electroforesis en pulso (PFGE) parecfa muy prometedora, ya que ofrece la resolucién
de moléculas de DNA gigantes ( 100-2000kb) en geles de agarosa; con este sistema se



ha documentado el tamafio de los cromosomas de varios protozoarios. Empero, los

cromosomas de E, histolytica no han podido resolverse del todo (Meza y, col, 1990).

¢2-DNA extracromosomal: el episoma ribosomal

Dentro de la organizacion genémica de E. histolytica destaca una molécula de DNA
circular , con caracteristicas de replicén auténomo, que contiene los genes que codifican
para el RNAr. Cada célula cuenta con 200 copias de esta molécula, cuyo tamafio es de
24.6 kb (Huber y col., 1989; Bhattacharya y col., 1989). Los genes ribosomales
mapean en dos regiones inversamente repetidas de porlo menos 5.2 kb, cada una de las
cuales representa un solo cistrén ribosomal. Hay evidencias, a partir de ensayos tipo
southem de geles de bajo porcentaje de agarosa ( Bhattacharya y col 1989) y de geles
de PFGE ( Valdez y col, 1990), de que existe por lo menos una copia cromosomal de
los genes ribosomales.

o3- Andlisis deL DNA- C ido de DNA ie ge GC
La caracterizacién del DNA de E. histolytica se facilité con la introduccién de un
método que peﬁnile cultivar los trofozoitos En condiciones axénicas (Diamond, 1968).
Esto permiti6 estudiar ¢! DNA amibiano en ausencia de DNA bacteriano. Sin embargo,
es importante sefialar que se requiere de cierto cuidado para extrapolar los datos de la
expresién génica obtenidos con amibas cultivadas bajo condiciones axénicas con los de
las amibas que habitan en un ambiente xénico en el lumen de intestino, especialmente
por la infuencia que ciertas bacterias tiencn en la modificacién de la virulencia amibiana
(Mirelman, 1987; Mirelman y col, 1990; Phillips y Gorstein, 1966).

Se han reportado valores de contenido de DNA que son bastante variables; por ejemplo,
el contenido de DNA de la cepa HK9 fluctiia de 0.45 a 1.5 pg/célula (Lopez- Revilla y
Gomez, 1978; Gelderman y col., 1971), el de la cepa NIH:200 fue de 0.4 pg por célula
(Reeves y col., 1971); en contraste, el contenido de DNA de la cepa HM2 fluctué entre
3 y 8.9 pg por célula (Lopez- Revilla y Gomez, 1978). Aungue este reporte merece
confirmarse, se ha sugerido que cambios en ploidia, posiblemente a través de
trofozoitos multinucleados, estén involucrados en esto (Lépez-Revilla y G6mez, 1978).
El DNA amibiano contiene un alto porcentaje AT; los valores del porcentaje GC del
DNA para HK9 van de 22.4% a 24% (Lopez- Revilla y Gomez, 1978), comparado con



Revilla y Gémez, 1978).
oA-C (sticas de ] izacitn géni

Edman y col. y Huber y col., en 1987, reportaron independientementeJa clonacién de
un gen de actina amibiano y describieron su secuencia. El gen de actina es uno de los
genes que se transcriben abundantemente, y representa el 1% de las clonas de un banco
de cDNA. El andlisis del cDNA de E. histolytica muestré una fuerte preferencia para
los residuos A o T en la tercera posicién de un codon. Esto ocurre en una frecuencia de
83%, en contraste con un 30% para la actina humana. El andlisis de la clona genémica
de actina mostré que la secuencia codificadora es idéntica a la secuencia del cDNA y
que no tiene intrones. La longitud de la region 3' no transcrita varié en un néimero de
clonas, y se enéonlraron sefiales de poli-adenilacién tanto tfpicas como atfpicas. La
regién §' no transcrita fue constante y relativamente pequefia ( 11 nucle6tidos). Estas
observaciones, junto con la aparicién de bandas miiltiples en ensayos tipo southern,
sugierieron que existe una familia multigénica compuesta de 4 a 7 miembros. Se han
obéervado estas mismas caracteristicas en las secuencias que codifican para otros dos
genes, la apoferredoxina y el antfgeno de superficie de 125 Kd (Huber y col., 1988;
Edman y col., 1990).

¢5- RNA ribosemal

Albach y col., en 1984 describicron para la cepa HK9 especies de RNAr con
coeficientes de sedimentacién de 4S8, 17S y 258 con una relacién 1:2:3. El RNAr 258
se disocia a 55°C a los productos 5.8S, 168 y 178, lo cual indica que las moléculas no
estfn unidas covalentemente in vivo ( Boonlayangoor y col., 1978; Barker y Swales,
1972). También se ha detectado una especie de RNAr 58 (Albach y col., 1984).

c6- DNA repetido _

de la Cruz-Hernéndez y col. en 1986 fueron los primeros que observaron la presencia
de mds de una banda en DNA total digerido con Eco Rl y Hind III en geles de
agarosa. Bhattachayra en 1988 realiz6 un estudio mds extensivo, y analizé el DNA
repetido de 5 cepas de E. histolytica y otras especies de Entamoeba. En ensayos tipo
southern las bandas principales observadas en los geles de agarosa hibridaron con
sondas ribosomales de Plasmodium berghei; con estos datos concluyeron que el DNA

ribosomal comprendfa una proporcién mayoritaria del DNA repetido, y por lo menos el
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ribosomal comprend{a una proporcién mayoritaria del DNA repetido, y por lo menos el
10% del DNA total de E. histwolytica.

kY

D- Diferenciacién molecular de cepas patégenas y cepas no patdégenas

d1-Secuencias ribosomales

Existen regiones dentro del episoma ribosomal que contienen sequencias de DNA
altamente repetido; destaca un elemento de 145 pb (p14S5), el cual hibridiz6
exclusivamente con DNA de aislados patogénicos bajo condiciones estrictas. Este fue el
primer ejemplo de una secuencia de DNA especffica de cepas patégenas de E.
histolytica, y conjuntamente se reportd una sonda an4loga, B133, aislada de un banco
genémico de una cepa no patégena, con especificidad exclusiva para esta forma. Existe
un 43.6 % de homologfa entre p145 y B133 (Garfinkel y col., 1989).

d42-Di . {oi

Existen varios reportes que documentan diferencias en la organizacién gen6émica y en
la sequencia nucleotfdica de varios genes' estructurales en cepas de E. histolytica
patigenas y no patdgenas. Tannich y col. en 1989 identificaron una clona de cDNA
especffica de amibas patégenas buscando en un banco con suero de pacientes con
amibiasis previamente absorbido con amibas no patégenas. Al comparar 1a secuencia
nucleot{dica de esta clona con su homéloga proveniente de amibas no patégenas,
encontraron una divergencia de 12% entre las dos clonas.La hibridizacién en ensayos
tipo southern con aislados patogénicos y no patogénicos de E. histolytica produjo un
patrén de bandeo caracterfstico especffico de cada forma

De igual forma, Cruz-Reyes y col. demostraron la existencia de RFLP especificos de
cepas patégenas dentro del cistrén de los genes ribosomales. Estos reportes, junto con
los de Tannich y col., 1991 y los de Edman y col. en 1990, apayan la propuesta inicial
de Sargeaunt en 1987 de que las dos formas de E. histolytica representan dos especies
genéticamente distintas,



II-Antecedentes

A. Generalidades sobre la transcripcion de los genes de DNA ribosomal

En la mayorfa de los cucariotes, los genes de RNA ribosomal son las*secuencias de
DNA que dirigen la formacién de la molécula precursora 35-478, la cual se procesa
para dar los componentes 17-18S, 5.8S y 28S del ribosoma maduro. El RNA
ribosomal precursor se sintetiza en un compartimiento especial dentro del nicleo, el
nucleolo, y es el producto de s(ntesxs ﬁnaco de la RNA polimerasa I ( RNA pol I;
Palmer, y col.,, 1990). Otra caracterfsuca importante de estos genes es que existen en
copias miiltiples, con el fin de satisfacer los diversos requerimientos de desarrollo y
fisiol6gicos de la célula. La transcripci6n de los genes ribosomales controla Ia velocidad
de ensamblaje del ribosoma, y se regula en respuesta a sefiales relacionadas con el
control del crecimiento celular (Sollner-Webb, 1991). En la mayorfa de los
metazoarios, las unidades transcripcionales de los DNAr estdn localizadas en DNA
cromos6mico. La organizacién tfpica consiste en arreglos en tandem, en donde las
regiones que codifican para el transcrito primario de 7-14 kb estdn separadas por
regiones espaciadores que no se transcriben de 2-30 kb (Fig. 2; Amaldi y col.,, 1989;
Long y col., 1980). En varias especies de protozoarios, sin embargo, el DNAr presenta
una organizacién y localizacién diferente que consiste en moléculas lineares o circulares
extracromosomales (Long y col., 1980; Clark y col., 1987; Ravel-Chapuis y col.,
1985). ‘

Se ha estudiado la transcripci6n de los genes ribosomales por la RNA pol I en
muchas especies, que van desde Acantamoeba hasta el humano (lida y col, 1985;
Reeder y col., 1983; Culotta y col, 1985; Culotta y Sollner-Webb, 1985; Miesfield y
Amhein, 1984), y se han descrito los elementos mfnimos de secuencia involucrados en
promover la sfntesis de RNAr (Sollner-Webb y Tower, 1986). Pese a que no se
encontré homologfa en la secuencia que constituye la regi6n promotora de diferentes
organismos, existe una organizacién estructural comiin; esta organizacién consiste de
un dominio central alrededor del sitio de inicio de la transcripcidn, el cual es esencial
para una iniciacién precisa, y de elementos de control hacia arriba del dominio central,
los cuales se requieren para una iniciacion de la transcripci6n eficiente (Sollner-Webb,
1991;Sollner-Webb y Tower, 1986; Fig. 3).
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(desecha 6800n)
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+ ~ 50 protefnas
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Fig. 2. Organizacién de la unidad transcripcional de los RNAr. La micrograffa
electr6nica muestra la cromatina ribosomal transcribiéndose. Se ven estructuras

parecidas a drboles de navidad, que corresponden a unidades transcripcionales individuales,

En el esquema se ilustran la region espaciadora no transcrita y la regién transcrita,

dentro de la cual se muestra 1a organizacién de los genes 188, 5.8S y 26S. El esquema también
muestra los pasos involucrados en la transformacién de 1a molécula precursora 458 a la molécula

madtllra. ETS, espaciadores extemos transcritos, ITS, espaciadores intemos transcritos (Watson
y col., 1987).
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Fig. 3. Region espaciadora no transcrita de los RNAr de Xenopus laevis .
muestra que la mayor parte del espaciador estd compuesta de secuencias
relacionadas con el promotor verdadero. Los cuadros pequefios representan repeticiones
imperfectas de una secuencia de 42 pb localizada entre la posici6n -72 y -114 del sitio
de inicio de la transcripcién, Los cuadros grandes son duplicaciones imperfectas
de la regién promotora. También estdn sefialados otros elementos repetidos que no estdn
relacionados con la secuencia del promotor. La secuencia que compone al promotor se
refiere al domonio central, y los elementos repetidos que se nlustnn se refieren a los
elementos de control hacia arriba del promotor.



En c€lulas animales, s¢ han descrito por lomenos dos factores transcripcionales
necesarios para dirigir la transcripcién precisa y especffica del promotor de los genes de
DNAr, que son el factor de sclectividad del promotor, SL1, y un factor que se une
hacia arriba d la regién promotor, el UBF (Upstream Binding Factor, Bell y col., 1988;
Learned y col.,1985, 1986). El UBF de humano es un polipéptido de 94/97 kd que es
capaz de reconocer y unirse especfficamente a elementos de control hacia arriba del
promotor, ricos en GC, y a la regién central del promotor de los RNAr, La reciente
clonacién del cDNA que codifica para el'UBF mostr6 dominios funcionales miltiples,
incluyendo un motivo de unién a DNA con homologfa a la regién que une DNA
presente en las protefnas nucleares perienecientes al grupo de alta movilidad (HMG;
Bell y col., 1988). UBF es el unico factor transcripcional de la RNA pol I necesario
para la unién inicial al promotor, y la especificidad de este factor de reconocimiento por
el promotor estd conservada a través de especies tan diversas como ¢l hombre y
Xenopus (Bell y col.,1989; Pikaard y col., 1989). El segundo factor necesario para la
transcripcién precisa por la RNA pol 1, SL1, no se une directamente al promotor
(Learned y col., 1985). Sin embargo, cuando ambos factores UBF y SL1 estdn
presentes, s¢ forma un fuerte complejo que une DNA, con una extensi6n concomitante
de la regién de DNA reconocida por el complejo, el cual es critico para la iniciacién de
1a transcripei6n (Bell y col., 1990; Learned y col., 1986). La transcripcién del RNAr es
especie -especffica (Grummt y col.,1982), y se ha demostrado que SL1 es el factor
especie -especffico responsable de dirigir la transcripci6n del promotor homé6logo (Bell
y col., 1990,1989). Parece, entonces, que la clave de la especificidad transcripcional de
1a RNA pol I radica en las propiedades de SL1 y su interaccién con UBF y el templado
de DNA. '

Recientemente, Comal y col. (1992) reportaron la caracterizacién del factor de
selectividad SLI, que consiste de un complejo compuesto de varias subunidades que
contiene el TBP ( TATA- binding protein) de 38 kd asociado a tres diferentes
polipéptidos (TAFs, TBP-associated factors), esenciales para reconstituir la
transcripcién in vitro. Este hallazgo tiene importantes implicaciones ya que indica la
existencia de un mecanismo comin involucrado en el reconocimiento de los promotores
en las células animales. El factor de transcripcién esencial de 1a RNA polimerasa II,
TFIID, aislado de células animales contiene una actividad TBP responsable de

reconocer y unirse al elemento TATA box, una secuencia de control presente en casi
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todos los promotores de los genes que codifican para protefnas (Stringent y col., 1990;
para revisién, ver a Greenblawt, 1991, El TBP s6lo representa una subunidad de un
complejo de factores asociados ( TAFs- TBP associated factors; Dy}mlach y col.,
1991); de hecho, estos TAFs son esenciales en ensayos de transcripcion in vitro, y son
capaces de restaurar la activacién promotor-especifica dirigida por una variedad de
factores que se unen a ‘enhancers’. El hecho que TBP también sc requiriera para la
iniciacion transcripcional por 1a RNA polimerasa III del gen U6, di6 la primera clave
para pensar que estos factores, TBP y los TAFs estuvieran involucrados en la iniciacién
transcripcional por la RNA polimerasa I (Lobo y col., 1991; Simmen y col., 1991).
Los resultados obtenidos con SLI validan, pues, 1a nocién de que diferentes complejos
TBP-TAF son responsables de mediar la activacién por diferentes protefnas que se
unen a DNA, desempefiando asf un papel de moléculas adaptadoras o intermediarias.
Este hallazgo sugiere fuertemente que TBP sea un factor de transcripcién universal y
que la organizacién TBP-TAFs representc un mecanismo unificado para el
reconocimiento de los promotores de las células animales. En la Fig. 4 se presenta un
modelo que ilustra la participacién potencial de diferentes complejos TBP-TAFs en la
iniciacién de la transcripcién mediada por las RNA polimerasas I, I y ITT ( tomado de
Comal y col.) Se muestra que para la RNA polimerasa I hay un solo factor que une
DNA, UBF, y que interactia especfficamente con el promotor de los RNAr. SL1
consiste de TBP, més tres TAFs distintos. En presencia de UBF, el complejo SL1 se
une al templado extendiendo asf el ‘footprint’ de la DNAasa hacia la regién de DNA que
abarca el elemento especie-especifico (SSE, specie-specific element; Bell y col, 1990).
Es interesante remarcar que los TAFs asociados a SL1 son diferentes de los TAFs
presentes en el complejo TFIID wutilizados por Ia RNA polimerasa 1I. Estos datos
sugieren que la presencia de juegos diferentes de TAFs junto con TBP como un
componente central comiin, represente un mecanismo generalizado de ensamble de
diferentes complejos de iniciacidn.

Es importante recordar que los genes de DNATr existen y son esenciales para todo tipo
de éélulas , eucariotes y procariotes. Estos geﬁes han sido extensamente estudiados a lo
largo de los afios; de hecho, y no por casualidad el primer gen que se aisl6, antes de la
tecnologfa de DNA recombinante, fue un gen de RNAr. También fue el primer gen

cuyo patrén transcripcional fue analizado, uno de los primeros genesen donde se
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Fig. 4. Modelo esquemitico que presenta el complejo TBP-TAFs Involucrado en ls
transcripcién por las RNA polimerasas I, II y III,

Se propone que TBP funciona como un factor de transcripcién central que participa en la iniciacifn de la
transcripcion por los tres diferentes tipos de polimerasas y que un complejo TBP-TAF especffico para cada tipo s
responsable del reconocimiento especifico del promotor.

A) Parala RNA polimerasa I, 1a formacida de un complejo de preiniciacion requiere, ademds de la RNA pol I, que el
WmmmemmmmwammmmmdDNAwmy
SL1, el cual interactia fuericmente con UBF. SL1 estd representado como un complejo compucsta de TBP y de tres
diferentes TAFs. Puesto que SL1 es el factor responsable de conferir 1a especie-especificidad sobre la transcripcion
por 1a RNA pol I, uno o mds de uno de sus componentes debe de interactuar con el elemento especie-espectfico del
promotor.

B) La iniciacion transcripcional por la RNA polimerasa IT requicre por 1o menos 6 factores basales diferentes
(TFIIA, TFIIB, TFID, TFUE, TFIIF y TFIH). TFID esta compucsto de varias subunidades, de TBP, el cual se
une a la caja TATA y de por lo menos 6 factores fuertemente asociados (TAFs). Algunos de estos TAFs funcionan
coma ooactivadores que median 1a activacidn transcripcional por reguladores unidos a DNA hacia arribe, como el
Spt y CIP.

C) El complelo de iniciacién ensamblado en el promotor de la RNA polimerasa 11 ( como el de U6) aparentemente
consisie de la RNA polimerasa 1, factores transcripcionales basales y de la protefna Oct-1 que se unc a secuencias
hacia arriba. S¢ ba demostrado la participacitn de TBP para transcribir el gen U6. Por lo tanto es posible que un
complejo TBP-TAFs que interactida con elementos esenciales del promotor sea un componente esencial del complejo
de iniciacién de la RNA polimerasa I1.( Modelo tomado de Comal y col, 1992)
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determiné el sitio de inicio de la transcripci6n, y el primer gen en donde se establecié
una ruta de procesamiento (revisado por Sollner-Webb y col., 1986). Recientemente, y
gracias al desarrollo de sistemas de transcripcién in vitro para la RNA p:)limerasa I, se
han identificado las secuencias promotoras y terminadoras de varios genes de RNAr
de varias especies, y ha ocurrido un avance considerabl_e en el conocimiento de los
factores que median y regulan la expresién y la maduraci6n del transcrito primario de los
RNAr, e

La transcripci6én por la RNA polimerasa I ofrece cicrtas ventajas dnicas para estudiar
los mecanismos de reconocimiento y activacién de un promotor. En particular, la RNA
polimerasa I reconoce un solo tipo de promotor en cada especie, y se ha demostrado
que la presencia de SLI y UBF son suficientes para llevar a cabo la transcripcién exacta
y especifica de los genes de RNAr. En contraste, la RNA polimerasa IT y la Il
reconocen una enorme variedad de promotores, y en el caso de la RNA polimerasa II la

formacién de un complejo de activacién requiere por lo menos 6 factores
» independientes, y los mecanismos de reconocimiento de los promotores parecen ser

mucho mis complejos (Sawadogo and Sentenac, 1990).

B. Genes de RNAr en protozoarios y en E. hiétolytica
Se conoce poco acerca de la organizacion, expresién y procesamiento de los genes
de RNAr en eucariotes inferiores y en particular en protozoarios; sin embargo se han
encontrado ciertas particularidades interesantes. En varias especies de protozoarios los
genes de DNAr frecuentemente tienen una localizacién extracromosomal, y se
encuentran en moléculas lineares palindrémicas o bien en forma circular (Clark,1987;
Ravel-Chapuis, 1985). Los genes de DNAr extracromosomales se replican de forma
auténoma durante el crecimiento vegetativo y ticnen Ia capacidad de proveer a la célula
con enormes cantidades de RNAr. En Tetrahymena, por ejemplo, los genes de DNAr
tienen una localizacién extracromosomal y provienen de una sola cdpia' integrada al
cromosoma, los cuales se amplifican durante la formacién del macrondcleo después de
1a conjugacién (Engberg y col., 1985).
Por otra parte, Critidia fasciculata, posee un ribosoma atfpico, cuya subunidad
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grande (LLSU) estd compuesta de 2 especies de alto peso molecular (c y d) y de 4
especies de bajo peso molecular (e,f,g y j), ademds del 5SS y del 5.8S, y es
estructuralmente equivalente al complejo binario entre el 5.8S y el 28S da los eucariotes
superiores (Spencer, 1987). Un patrén similar en la organizacién de las especies que
componen la LSU ha sido encontrado en Leishmania tarentolae (Simpson y Simpson,
1978), Trypanosoma brucei (Cordingley y Tumer, 1980), y T. cruzi (Heméndez y
col., 1983). Estos datos sugicren que se trata de una caracterfstica comiin de los
tripanomastidios. A su vez, el gen qué écli:iiﬁca para la LSU también es discontinuo, ya
que las regiones codificadoras de las 7 diferentes especies de RNAr estdn separadas por
espaciadores transcritos internos (ITS).

Un caso sumamente interesante es el de los parisitos de 1a malaria, Plasmodium
berghei y P falciparum. Existen 2 unidades transcripcionales de los genes de DNAr
esparcidas por el genoma , cada una con dos copias, las cuales producen moléculas de
RNAr similares, pero los espaciadofes intergénicos y las regiones flanqueadoras son
diferentes. La transcripcion de estos genes est4 regulada durante el desarrollo: cuando el
pardsito se encuentra en el estadio asexual, infectando mamfferos, se tfanscribe una
unidad transcripcional (A) mientras que el otro transcrito (B) se encuentra s6lo cuando
el pardsito infecta mosquitos (Gunderson y col.,1987). Esto sugiere fuertemente la
existencia de un control diferencial de la transcripcién de estos genes.

En cuanto a Entamoeba histolytica, se ha reportado que los genes de DNAr se
localizan en un episoma circular, de alrededor 24.6 kb y que cada episoma contiene 2
copias de los genes de DNATr en posicién repetida inversa (Fig. 5; Huber y col., 1989;
Bhattacharya y col., 1989). Las regiones que separan los cistrones de RNAr contienen
DNA altamente repetido, dentro del cual destaca una unidad de 145 pb, que parece ser
caracterfstico de las cepas patdgenas (Huber y col., 1989). Utilizando como sonda D1,
la cual contiene el fragmento repetido de 145pb, en hibridizaciones in sitw nuestro
grupo mostré fuertes evidencias de que el episoma ribosomal de E. histolytica se
matiene durante todo el ciclo celular del trofozoito en la membrana nuclear (Zurita y
col., 1991), como un componente importante de la llamada cromatina periférica. Esta
observacion sugiere que el episoma ribosomal pueda considerarse como un organizador
nucleolar, ya que estudios previos han mostrado que la cromatina periférica es muy rica
en RNA (Albach y col., 1980), como ocurre en el nucle6lo de otros organismos. En

este mismo trabajo, se demostr6 que las regiones del episoma ribosomal que mostraron
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Fig. 5. Mapa circular del episoma ribosomal de E. histolytica.

La lfnea negra alrededor de 14000 representa un fragmento de ~ 4 kb, que
contiene sitios de restricci6n Dra I altamente reiterados. Los repetidos invertidos
y la direccién de la transcripeién de los dos cistrones de RNAr estdn representados

por flechas. ( Huber y col., 1990) .
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mayor sensibilidad a DNAasa I fueron los extremos 5' y 3' del cistrén ribosomal, al
igual que las regiones de DNA que contenfan al elemento repetido de 145 pb. Se ha
descrito que las regiones involucradas en la regulacién de la expresién de los genes
ribosomales muestran una mayor sensibilidad a DNAasal. Las regiones del episoma
que conticnen el fragmento de 145 pb podrfan estar involucradas en la unién de algin
factor nuclear que intervenga, ya sea en cierta funcién episomal o regulatoria de los
genes de DNAr (‘enhancer’), o bien repiresentar puntos de recombinacién. De hecho,
una secuencia de 40 pb comprendida dentro del fragmento de 145 pb es reconocida
especificamente por un factor protéico nuclear, de 28 Kd (Zurita y col., 1991).

C. El episoma ribosomal de E. Aistolytica como un modedo de estudio
de 1a organizacién y regulacién de la expresién genética amibiana,

Hemos decidido utilizar al episoma ribosomal como punto de partida para estudiarla
organizacién y regulacién de la expresi6n genética amibiana. Los genes de DNA
ribosomal son indispensables para cualquier tipo de célula. Por ello, han sido
extensamente estudiados, desde diversos puntos de vista. Por otra parte, la descripcién
reciente de TBP como un componente integral de SL1 indica la existencia de elementos
~ comunes en el reconocimiento de promotbres en células animales y, por ende, en la
formacién de complejos de iniciacién de la transcripcién. Dado que existen alrededor de
200 copias del episoma ribosomal por célula, esta molécula constituye un modelo
interesante para iniciar el estudio de la organizacién y regulacién de la expresién
genética amibiana. El episoma ribosomal estd parcialmente caracterizado, y un mapa de
restriccidn ptelirninar de esta molécula ha sido reportado (Fig. 5; Huber y col., 1989).
Finalmente, puesto que el episoma ribosomal presenta caracterfsticas de replicén
auténomo (Huber y col, 1989; Bhattacharya y col., 1989), consideramos que una
mejor comprensién de la organizacién génica y funcional de esta molécula puede ser de
gran utilidad para el disefio de un vector de transformacién estable para E. histolytica.



HI-Objetivo

Estamos interesados en estudiar el mecanismo y la regulacidn de la transcripcion de
los RNAr de E. histolytica. Nos interesa caracterizar los elementos en cis que estén
involucrados en la regulacién de la transcripeién de estos genes. El objetivo particular
de este trabajo fue la caracterizaci6n del extremo §' del cistrén ribosomal. Con ello,
queremos iniciar la identificacion y el andlisis de las sefiales de control involucradas en
el inicio de la transcripci6n de los DNArde E. histolytica.



IV-Estrategia experimental

Para estudiar el mecanismo y la regulacién de los RNAr de E. hismlytic:x. es necesario
aislar y caracterizar a nivel de estructura primaria una clona que contenga al extremo §'
de la unidad transcripcional. Para limitar el extremo 5 de la unidad transcripcional se
realizaron ensayos tipo northemn utilizando diferentes fragmentos de restriccién
localizados en 1a regién 5' del cistrén ribosomal y un anflisis de las cadenas de RNA
naciente. Este andlisis contempla la incorporacién de un ribonucle6tido marcado a la
cadena de RNA naciente. Posteriormente, esta cadena de RNA naciente marcada se usa
como sonda en un southemn que contiene el DNA con los fragmentos contenidos dentro
de la unidad transcripcional. El esquema I ilustra el an4lisis de las cadenas de RNA
naciente. La localizacién del sitio de inicio de la transcripcion (el +1) se determinard
eventualmente por medio de un ensayo de extensién de primero y con un ensayo de

‘capping’ in vitro.
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Fig. 7. Digestién de la clona 1 con Eco RI y con Bgl! II.

En A, se liber6 el inserto del DNA de 10 fagos recombinantes (carriles 2-11) mediante una digestién con Eco R,

se separd en un gel de agarosa al 1%, se transfiri6 a un filtro de nitrocelulosa y se hibridé con el oligo 178. El carril 1
contiene lambda cortado con Hind 11T como marcador de peso molecular,

En B, cI DNA de los fagos recombinantes sc digirié con Bgl II, se scpard en un gel de agarosa al 1%,

se transfirié y se hibrid6 con el oligo 17S. El carril 1 contiene lambda cortado con Hind IIl como marcador de

peso molecular,
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Esquema I. Mapeo de una unidad transcripcional mediante un ensayo de RNA
naciente. En 1 se muestra un fragmento de DNA, y los sitios de iniciacién y de

terminaci6n estdn indicados. En 2, se muestra que la introduccién de un ribonucle6tido

marcado por un breve periodo de tiempo produce moléculas de RNA nacientes marcadas.
Posterionmente, cantidades suficientes del DNA recombinante se cortan en fragmentos con
enzimas de restriccién (A-E), como se ilustra en 3, La hibridizacién con el RNA naciente marcado
alos diferentes fragmentos de restricci6n define aquellos fragmentos que se encuentran dentro de
la unidad trascripcional.
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V-Materiales y Métodos
Materiales
Para realizar este proyecto trabajamos con la cepa E. histolytica HK9, caracterizada
por presentar un zimodemo patégeno (Said- Ferdndez y col., 1988). El crecimiento y
el cultivo de los trofozoitos se llevé a cabo en condiciones axénicas en el medio de
cultivo TYI-S-33 descrito por Diamond y col. en 1968.

Las enzimas de restricci6n, la DNAasa I y la nucleasa Bal 31 las obtuvimos de
Boehringer Mannheim. Los nucleéﬁdos radioactivos los obtuvimos de New England
Nuclear. Las reacciones de secuencia se hicieron con un kit de Sequenasa 2 ( United
States Biochemical Corporation). Las manipulaciones estdndar de DNA se hicieron de
acuerdo a los protocolos que reportan Sambrook y col., 1989.

Obtencién de dcidos nucléicos de E. histolytica
Purificacién de DNA

El DNA de los trofozoitos se obtuvo cosechando los trofozoitos en fase de
crecimiento logaritmica. Lavamos 2 veces con PBS. Resuspendimos el precipitado en
0.5ml de solucién de lisis con 0.5M EDTA, 20mM Tris-HCI pH 8, 0.5 % SDS y una
pizca de proteinasa K. Homogeﬁzmos vigorosamente. Posteriormente extrajimos 2
veces con un volumen equivalente de fenol/cloroformo y una vez con cloroformo y
finalmente precipitamos la fraccién acuosa con etanol absoluto. Lavamos el precipitado
dos veces con etanol al 70% y resuspendimos el DNA en 10 mM Tris /HCI, 1mM
EDTA o en H,O desionizada estéril.
RBurificacién de RNA

El RNA se preparé siguiendo el protocolo descrito por Zurita y col., 1987.
Brevemente, después de cosechar las amibas en fase logarftmica de crecimiento y de
lavarlas dos veces en PBS, las transferimos a una solucién 6 M de isotiocianato de
gﬁanidina. Homogenizamos vigorosamente y centrifugamos el homogenado con el fin
de eliminar los restos celulares. Transferimos el sobrenadante a un tubo nuevo y lo
precipitamos dos veces con 0.3 volimenes de etanol. Resuspendimos el precipitado en
TE(10 mM TrisHCI pHS, ImM EDTA) y lo extrajimos 2 veces con un volumen de
fenol /cloroformo. Precipitamos ¢l RNA con 0.1 volimenes de acetato de sodio 3M
pH4.7 y 2.5 volimenes de etanol absoluto.
Andlisis del DNA y del RNA
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=ensayo tipo southern

El DNA sc fraccion6 por tamafio cn geles de agarosa al 0.8% y sc traté para
transferirlo a membranas de nitrocelulosa de acuerdo al protocolo veportado por
Sambrook y col., 1989.
=snsayo tipo northern

Para estos ensayos, el RNA se fracciond en geles desnaturalizantes de agarosa con
formaldeh{do y se transfiri6 a membranas de nitrocelulosa de acuerdo a Sambrook y
col., 1989, -
Cuando utilizamos fragmentos de DNA como sondas, hibridizamos 18 hrs a 420C en
50% formamida, 5X SSC, 1X Dellhans y 100 mg de DNA de esperma de salmén .
Lavamos los filtros a 559C en 0.1X SSC y 0.1% SDS. En los experimentos que
involucraron el oligo 178 como sonda, hibridizamos de acuerdo al protocolo reportado
por Ausubel y col., 1987.

Identificacidn de la clona genomica que contiene el extremo 5' del cistrén ribosomal de
E. histolytica.

Se construy6 un banco genémico clonando en el fago Agt10 a partir de digestiones
parciales y totales del DNA de HK9 con la enzima EcoRI. Este banco contiene
alrededor de 5X10° clonas recombinantes independientes y €l tamafio promedio de los
insertos es de 3 kb. Disefiamos un oligonucleétido especffico para la secuencia del gen
178 ribosomal de E. histolytica, 1a cual nos fue proporcionada gentilmente por el Dr.
M. Sogin, tomando como condicién que no hibridara con el gen 168 ribosomal de E.
coli (Brosius y col., 1981). El oligonucledtido 17S es complementario a los
nucle6tidos 251-273 de la secuencia del gen 178 de E, histolytica. Utilizamos el oligo
178 como sonda en el banco genémico para asf identificar y aislar la clona que contiene
el extremo 5' del cistrén ribosomal. El protocolo de hibridizacién en placa que
utilizamos fue el de Sambrook y col., 1991.

Andlisis de la secuencia de DNA v

La estrategia de secuenciaci6n estd ilustrada en la Fig. 5. El fragmento a (Hind III-
Xba 1) y el fragmento b (Bam HI- HindlIIl) se insertaron en los sitios Hind 1L y
Xba 1yen Bam Hl y Hind 1II del M13 mp19 y del M13mp18 y se generaron asf
cuatro subclonas independientes. Se utiliz6 el oligo 17S como prfmero para las
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reacciones de secuencia del fragmento a. Para secuenciar el fragmento e, este
fragmento ( Eco RI- BglIl) sc insest6 entre los sitios EcoRI- BamHI del vector
pBluescript KS (clona p-3.4) y utiliz6 como fdsmido para producir templado de cadena
sencilla. Utilizamos las enzimas Hae IIl y Alu I para generar fragmentos de la clona
p-3.4. Por hibridizaciones en southern usando RNA marcado. como sonda,
identificamos un fragmento Hae III de 1.7kb y un fragmento Alu I de 1.4 kb que
forman parte de la unidad transcripcional. Para secuenciar cada uno de estos fragmentos
se insertaron en los sitios Smal del m13mp18. Las reacciones de secuencia se

realizaron siguiendo el método de Sanger y col., 1977.

Ensayo de RNA naciente

Se prepararon niicleos de un cultivo de trofozoitos en fase logarfimica de crecimiento
rompiendo las células en una solucién de lisis (15 mM Tris/HCI, pH 8, 15 mM NaCl,
0.25 mM Cl,Mg y 0.5% NP40) con un homogenizador manual. El lisado se colocé en
9 ml de un colchén de sacarosa 1M ( 10mM Tris/HCI, pH 8, ImM EDTA) y se
centrifugé a 5000g X 10 min a 4°C. Los nicleos se congelaron en una solucién
apropiada ( 50 mM Tris/HC1 pH 8.0, 75mM NaCl, 0.5 mM EDTA pH 8.0, 200 uM de
PMSF, 5 mM DTT y 50% glicerol) y se guardaron en nitrégeno lfquido. El RNA
naciente se marcé siguiendo el protocolo de Kooter y col., 1987. Los ndcleos se
descongelaron en hielo, se centrifugaron para eliminar 1a solucién de congelacién y se
resuspendieron en Tris/HC1 100mM pH8, NaCl 0.5 mM, KC1 50mM, MgCl, 2mM,
MnCl, 4mM, Espermidina 0.15mM, DTT 2 mM y glicerol al 25%. La reaccién de
elongacién se inicié con la adicién de ATP 2mM, GTP 2mM, CTP 2mM, 10mM UTP
y 0.2-0.5 mCi de [32P)-UTP (3000Ci/mmol) en un volumen final de 100ul. La
reaccion se incubé 20 min a 37°C al cabo de los cuales se afiadieron 27U de DNAsaly
se prosigui6 la incubaci6én a 37°C por S min m4s. Se par6 la reaccién con la adicién de
un volumen equivalente de Tris/HCI pH8 10mM con EDTA 1mM, SDS1% y 0.5mg/m!
de proteinasa K e incubando 15 min a 37°C. Finalmente se extrajo con fenol
Icloroformo y el RNA se separ6 de los radionucleétidos libres pasdndolo a través de
una columna de Biogel P-10. El RNA naciente marcado se utiliz6 como sonda en

southemns de acuerdo a Kooter y col., 1987,
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VI- Resultados

Disefio de un oligonucledtide especifico del gen 178

Para aislar una clona del banco gen6mico de HK9 en Agt10 que contuviera el extremo
5’ del cistrén ribisomal, disefiamos un oligonucle6tido que reconociera especfficamente
la secuencia del gen 178 ribosomal de E. histolytica ( Sogin, comunicacién personal).
Puesto que la secuencias de los genes ribosomales estdn conservadas en diferentes
epecies, un requisito importante del oligonucleétido era que no hibridara con el gen 16S
de E. coli. Realizamos un alinecamientode la secuencia del 168 de E. coli y del 178 de
E. histolytica y escogimos la regién comprendida entre los nucledtidos 251 y 273 del
gen 17S ribosomal de E. histolytica como blanco del oligonucle6tido 5'-
GTGTTCTACAATTGTCGTGG-3.

Southern de DNA total de E. histolytica utilizando el oligonuclestido
178 como sonda '

Al digerir el DNA total de E. histolytica con ciertas enzimas de restriccién, se obtiene
un patr6n de bandas caracterfstico, que corresponde a los sitios de restriccion presentes
en el DNA altamente repetido. Se ha demostrado que este DNA presente en un alto
ndmero de copias corresponde a DNA ribosomal (Bhattachayra y col., 1989). Con el
fin de probar la especificidad del oligonocleotido 178, se hizo un experimento tipo
southem, en donde el DNA de la cepa HK9 se digiri6 con Eco RI, Bgl 1l y Hind III.
En los carriles 2, 3 y 4 de la Fig. 6, podemos observar las bandas que se generan al
digerir el DNA con estas enzimas de restriccién y someterlo a una electroforesis en gel
de agarosa al 1%. En los carriles 5, 6 y 7 de la Fig. 6, s¢ presenta la hibridizacién del
oligo 178 con el southern que contenfa los fragmentos de restriccién del DNA de E.
histolytica. El oligo 178 hibrid6 fuertemente con un fragmento de 2 kb generado con
Bgl I, con un fragmento de 6.4 kb generado con Eco RI y con un fragmento de 6.0
kb generado con Hind II1. A partir del mapa de restriccién reportado por Huber y col.,
y asumiendo que el episoma de HK9 fuera idéntico al de la cepa HMI, se esperaba que
el oligo 178 hibridara con m4s de una banda en las diferentes digestiones del DNA de
HK9. Sin embargo, sélo hibridé una banda en cada una de las digestiones examinadas.
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Fig. 6. Southern del DNA total de E. histolytica (HK9) cortado con Eco R, Bgl 11

y Hind 111, bibridizado con el oligonuclestico 17S.

Los carriles 2, 3 y 4 muestran ¢l DNA digerido con Eco RI, Bgl Il y HindllI, respectivamente, en un gel
de agarosa tefiido con bromuro de etidio, y los carriles 5, 6 y 7 1a hibridizacion del southem de este gel
con el oligo 178. El carril 1 contiene DNA del fago lambda cortado con Hind HI/ Eco RI como marcador
de peso molecular,
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Biisqueda en el banco gendmico del fragmento de DNA que contiene el
extremo S5’ del cistr6n ribosomal

Posteriormente se decidi6 utilizar el oligo 178 como sonda en un banco genémico de
HK9 en Agt10 para aislar la clona que contiene al extremo §' del cistrén ribosomal.
Para ello, se infectd la cepa Hfl-C600 con el banco genémico en Agt10, se transfirieron
1as placas a nitrocelulosa por duplicado y se hibrid6 con ¢l oligo 178. Se aisl6 una placa
positiva y se volvi6 a infectar la cepa Hfl-C600. Se aislaron varias placas positivas y se
purificd el DNA recombinante de los fagos. Se cort6 el DNA con EcoRlI para liberar
los insertos y caracterizarlos. Las clonas positivas contienen un inserto de
aproximadamente 6.5 kb (Fig. 7A). Paralelamente, el DNA recombinante se digirié con
Bgl 11 (Fig. 7B). Estos geles fueron transferidos a nitrocelulosa e hibridados con el
oligo 178, el cual hibrid6 especfficamente con el fragmento de 6.5 kb generado con
Eco Rl y con el fragmento de 2 kb generado con Bgl IT ( Fig. 7). A partir de estos
datos concluimos que aislamos una clona que contiene alrededor de 5 000 pb hacia
arriba del cistrén ribosomal de E. histolytica. A partir de los datos obtenidos en la Fig.
7, presentamos en la Fig. 8 Ia orientaci6n del inserto y un mapa de restriccién parcial de
esta clona. El mapa en esta regién es idéntico al mapa de restriccién que reportaron
Huber y col, en las coordenadas 0 a 7000 del episoma.

Estrategin de secuenciacién de la regién 5' del cistrén de DNAr.,

Con el fin de conocer 1a estructura primaria de esta clona, se empezd a secuenciar la
regién 5' del cistrén ribosomal, puesto que en esta regién se encuentran el promotor y
sus regiones de control. La secuencia se presenta en la Fig 9, junto con un diagrama de
la estrategia de secucnciacién que scguimos. La secuencia no estd terminada, y sélo
presentamos la secuencia comprendida entre los sitios Bg! I y Xba I. Con base en
datos de secuencia, la clona 1 contiene 1742 pb de la region codificadora del gen 178
" ribosomal y contiene un alto contenido de AT, representando estos nucledtidos el 74%
de los nucléotidos totales.
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Fig. 7. Digestién de la clona 1 con Eco RI y con Bgl! I1,

En A, se liberé el inserto dcl DNA de 10 fagos recombinantes (carriles 2-11) mediante una digestion con Eco RI,

se separd en un gel de agarosa al 1%, se transfiri6 a un filtro de nitrocelulosa y se hibridd con el oligo 178. El carril 1
contienc lambda cortado con Hind I como marcador de peso molecular,

En B, ¢l DNA de los fagos recombinantes se digirié con Bg! II, se separ6 en un gel de agarosa al 1%,

se transfirié y se hibrid6 con el oligo 178. El carril 1 conticne lambda cortado con Hind 111 como marcador de

peso molecular,
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Fig. 10, Northerns del RNA total de E. histolytica. .
En 1a parte superior, se presenta un mapa de restriccion parcial de la clona 1 y estdn sefialados ¢l oligo 178
asf como los fragmentos &, b y e que se usaron como sondas en las diferentes hibridizaciones.
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Fig. 11. Hibridizacién de los transcritos nacientes marcados a los fragmentos de restriccién
de la clona 1y a los fragmentos a y b. Los carriles 1-5 muestran un gel tefiido con bromuro de etidio y
los carriles 6-10 muestran la hibridizacién tipo southern del mismo gel utilizando los transcritos nacientes
marcados. Cariles 1y 6, 1a clona 1 cortada con Eco RI; carriles 2 y 7, la clona 1 cortada con Bg/II; carriles 3
y 8, la clona 1 cortada con EcoRl y BglIl; carriles 4 y 9, la subclona M13a, que contiene el fragmento a,
cortada con Hind Il/Xba I; camiles 5 y 10, la subclona M13b, que conticne al fragmento b, cortada con Eco
RI/Hind TIL. En la parte superior dc la figura sc muestra un mapa de restriccién parcial de la clona 1. Los
mimeros a la izquierda de la figura se refieren a los tamafios relativos de los fragmentos de restriccion. Las
flechas negras indican la localizacién de los fragmentos a, b y c. El fragmento ¢’ contiene al fragmento ¢ mAs
1.1 kb del vector de clonacién Agt10, y se obtuvo digiriendo la clona 1 con Bgl II.
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tanto, este experimento sugiere fuertemente que el sitio de inicio de la transcripcion estd
contenido por lo menos dentro del fragmento ¢ (Fig. 11). Este experimento, sin
embargo, no descarta la posibilidad de que exista una segunda unidad iransclipcional
dentro del fragmento c.

Con el fin de delimitar la unidad transcripcional en la regién rfo arriba del gen 178, y
en particular dentro del fragmento ¢, se hicieron digestiones parciales del fragmento ¢
con la nucleasa Bal 31 y se probaron con el RNA naciente. Se corté 1a clona p-3.4 con
Hind 111 y se expuso a la nucleasa Bal 31, Se tomaron alfcuotas a diferentes tiempos
después de afiadir la nucleasa, se cort6 con EcoRlI, se separaron los fragmentos
generados en un gel de agarosa al 1.5% , se transfirié el gel a un filiro de nitrocelulosa
y se prob6 con el RNA naciente (ver esquema II). Se obtuvieron fragmentos de la clona
p-3.4 que fluctuaron en tamaiio de 3.4 kb en ausencia de enzima hasta 1.6 kb después
de una exposicién de 8 min a la nucleasa Bal 31 (Fig. 12A, carriles 1-5). El RNA
naciente marcado hibridizd fuertemente con la clona no expuesta a la nucleasa (carril 6),
y con los fragmentos de 3.1 kb (carril 7), de 2.7 kb (carril 8) y de 2.3 kb (carril 9 ). Sin
embargo el fragmento de 1.6 kb no geners una sefial de hibridizacién con el RNA
naciente (carril 10). Estos datos limitan el dominio transcrito a la regién comprendida
entre los fragmentos de 1.6 kb y 2,3 kb generados por la nucleasa Bal 31, Finalmente,
se generaron fragmentos de digestién de la clona p-3.4 con las enzimas de restricci6n
Alu 1y Hae 1II ( Fig. 12B). Se separaron los fragmentos generados en un gel de
agarosa al 2%, se transfirieron e hibridizaron con el RNA naciente. S6lo un fragmento
de 1.7 kb generado con Hae III y un fragmento de 1.4 kb generado con Alu I
hibridizaron con el RNA naciente (carriles 8 y 10). Este resultado permiti6 identificar
los fragmentos dentro de la clona p-3.4 que contienen parte del dominio transcrito,
facilitando su clonaci6n y posterior anélisis de secuencia.
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Fig. 12. Hlbr-ldlucwn de los transcritos nacientes marcados a Ia clona p-3.4 tratada
con ial 31 y a fragmentos de restriccién de Ia clona p-3.4. En el panel A, la clona p-3.4
s¢ lincariz6 en ¢l sitio Hind TIT del polylinker y s¢ tratd con 2U d Bal 31 por difercntes periodos de
tiempo (0, 1, 2, 4 y 8 minutos). Los carriles 1-5 muestran ¢l gel teffido con bromuro de etidio y los
carriles 6-10 las hibridizaciones tipo southem del mismo gel con los transcritos nacientes marcados.
Carriles 1 y 6, tiempo 0; carriles 2 y 7, 1 min; carriles 3 y 8, 2 min; carriles 4 y 9, 4 min y los
carriles 5 y 10, 8 min de exposicién a la enzima, En el panel B, se muestra la clona p-3.4 cortada con
Alu 1 (carril 3 y 8) y con Hae I (camril 5 y 10); los carriles 2 y 7, y los carriles 4 y 9 contienen al
vector PKS cortado con Alu 1 y Hae I, respectivamente. El carril 1 contiene marcadores de peso
molecular. En los carriles 6-10 se¢ muestra el southern del gel tefiido con bromuro de etidio ¢ hibridizado
con el RNA naciente.



VII- DISCUSION

Hemos aislado una clona genémica que contiene el extremo 5' del cistrén ribosomal
de un banco gendmico de la cepa HK9. Utilizamos para ello un oligonucleétido
espécifico del gen 178 ribosomal. En ensayos tipo southern con DNA total de HK9
cortado con tres diferentes enzimas de restriccién (Eco RI, Bgl I y Hind 1T}, el
oligonucleétido hibridé con una sola bandz en cada una de las digestiones. Los
fragmentos de restriccin que dieron una sefial positiva con el oligo 178 coinciden con
el mapa de restriccion reportado por Huber y col., en las coordenadas 0 a 7000. Dado
que ellos documentan 2 cistrones ribosomales por episoma, y la presencia de elementos
repetidos que le confieren al episoma cierto grado de asimetrfa, la predicci6n era, para la
cepa HM1 por lo menos, que por lo menos dos fragmentos generados por las
digestiones enzimdticas hibridaran con el oligonucleétido 178 ( ver Fig. 5). Nuestros
resuliados muestran, sin embargo, que el oligo 178 hibrid6 con un solo fragmento en
cada una de las digestiones examinadas del DNA de la cepa HK9. Paralelamente, una
bisqueda extensiva en el banco genémico logr6 identificar clonas identicas a 1a clona
que reportamos (datos no mostrados). Se han obtenido resultados similares para la cepa
HM1; fragmentos de los genes 178 y 258 hibridizan con una sola banda en southemns
de DNA total de E. histolytica cortado con Eco RI y con Eco RI/ Hind TII (Meza,
comunicacién personal ). Una de las explicaciones posibles de este resultado, y de las
observaciones de Meza y col., podrfa ser que en estos aislados sélo existiera una copia
del cistrén ribosomal por episoma. Por otro lado, existen evidencias que demuestran
polimorfismo en algunas secuencias repetidas del episoma ribosomal, entre diferentes
aislados de E. histolytica, y aln entre los mismos aislados cultivados en difercntes
medios axénicos (Estevez, 1991). Las bandas que muestran mayor polimorfismo
comresponden a los espaceadores del episoma ribosomal, adyacentes a las secuencias
que codifican para los genes de RNAr. Estos datos sugieren fuertemente que los
espaciadores ribosomales contienen secuencias que se rearreglan frecuentemente en el
episoma ribosomal de E. histolytica; por lo tanto, el mapa que reportaron Huber y col.
en 1989 para el aislado HM 1, cultivado bajo sus condiciones, no es extrapolable para
predecir la organizacién del episoma ribosomal de otros aislados de E. histolytica. En
este trabajo, sin embargo, utilizamos el mapa reportado por Huber y col. como marco

de referencia para situar nuestra clona de DNA con el extremo 5° del ciste6n ribosomal.

an



En este trabajo presentamos evidencias que documentan, de forma aproximada, el
tamafio del precursor del RNAr de E. histolytica. Inicialmente, intentagmos limitar el
tamafio del precursor mediante ensayos tipo northern con RNA celular total. Sin
embargo, el resultado que obtuvimos con este tipo de ensayo no excluy6 la existencia
de un precursor més largo. Por esta razén, decidimos realizar un mapeo del estremo 5°
del cistrén ribosomal mediante un andlisis de cadena de RNA naciente en niicleos
intactos. Si los niicleos intactos se exponen a un rihonuclestido marcado por un breve
periodo de tiempo, se¢ marcan sélo las cadenas de RNA nasciente. Las cadenas
nascientes incompletas que emergen de una unidad transcripcional son heterogéneas en
longitud. El anélisis de las cadenas nacientes permite mapear diferentes regiones
codificadoras dentro de una misma unidad transcripcional. Esta técnica fue fundamental
para el mapeo inicial de unidades transcripcionales de RNAm en células animales. Con
este ensayo, logramos detectar una sefial de hibridizaci6n con ¢l RNA naciente 2700-
2100 pares de bases rio arriba de la regi6n codificadora del gén 178 ribosomal. Este
resultado sugiere fuertemente que el lider tiene una longitud méxima de 2700 y una
longitud mfnima de 2100 bases, y que se procesa muy rdpido; por esta razén, el
espaciador externo transcrito no fue detectédo en ensayos tipo northern usando RNA
celular total. Es importante sefialar, sin embargo, que bajo las condiciones que
utilizamos, la técnica del anilisis del RNA naciente no permite diferenciar entre la
existencia de un lider con un tamafio de 2.7 -2.1 bases y la presencia de otra unidad
trancripcional comprendida en esta regién. No se han reportado unidades
transcripcionales dentro de los espaciadores de los genes ribosomales en eucariotes, lo
cual hace poco plausible la existencia de una unidad transcripcional en esta regién. Se
requieren, sin embargo, evidencias adicionales que demuestren contundentemente que
esta region contiene el lider de los genes ribosomales. Pensamos que los datos de
secuencia de esta regidn, al igual que la realizacién de un ensayo de RNA naciente en
presencia de inhibidores de las RNA polimerasas II y I apoyarén nuestros resultados.

Como hemos mencionado en la introducci6n, en las células de mamfferos, el RNAr
se transcribe en una molécula precursora 458, 1a cual se procesa subsecuentemente para
formar las especies 288, 5.8S y 28S que conforman el RNAr maduro. Las secuencias
espaciadoras transcritas, que representan alrededor de la mitad del transcrito primario,
se desechan y degradan r4pidamente. Mientras que las moléculas de RNAr maduras



muestran un alto grado de homologfa entre eucariotes inferiores (levadura) y eucariotes
superiores (mami{feros), y adn entre procarioles y eucariotes, tanto los tamafios como
las secuencias de los segmentos espaciadores transcritos son sumamenté diferentes. El
nimero de nucledtidos que se descartan durante el procesamiento del pre-RNAr
aumenta de 1400 en E. coli a 6800 nucle6tidos en humanos, aungue no parece haber
relacién alguna entre €] tamafio del precursor y la filogenia del organismo en cuestién.
No se conoce funcién alguna para el RNA de los espaciadores transcritos que no se
incorpora a los ribosomas. Ahora bien, los sitios de procesamiento del espaciador
externo transcrito no se localizan exctusivamente en la frontera del RNAr 18S maduro.
El primer evento de procesamiento que sufre el preRNAr de rat6n ocurre en el residuo
650 ( 3.5 kb hacia arriba del 18S), con una degradacién concomitante del fragmento
escindido (Miller y Sollner-Webb, 1881). Este primer evento de procesamiento ocurre
muy rdpido, de forma tal, que el extremo 5’ del preRNAr mayoritario (el 90%) mapea
en este sitio. Se ha descrito un procesamiento similar para el preRNAr de humano, en el
nucle6tido 414 del transcrito primario (Kass y col., 1987), y la misma sefial de
procesamiento en el preRNAr de la rata, en el nucleétido 790 (Rothblum y col,, 1982),
lo cual sugiere que el procesamiento en el 5' pueda ser un paso comin en la maduracién
del RNAr de mamfferos. De hecho, se ha reportado que una secuencia de 200
nucledtidos hacia el 3° del sitio de procesamiento es suficiente para que el
procesamiento ocurra (Craig y col., 1987) y que esta regién estd muy conservada entre
los mamfferos (Kass y col., 1987), aiin cuando el resto de la secuencia haya divergido
enormemente. El primer evento de procesamiento involucra la snRNP U3 ( Kass y col.
1990).

En contraste con la RNA polimerasa Il y la III, cada una de las cuales es responsable
de transcribir cientos de genes diferentes con secuencias diferentes, la RNA polimerasa
I sintetiza generalmente un solo producto, el transcrito de los pre-RNAr. Por lo tanto,
reconoce una sola sefial promotora y una terminadora, Por esta razén, inicialmente se
asumié que la identificaci6n de las secuencias requeridas para la iniciacién y la
terminacién de la sfntesis por la RNA polimerasa I se logararfa simplemente
comparando las secuencias de DNAr de varias especies de eucariotes. Sin embargo,
esta estrategia fracas6 rdpidamente cuando aparecieron secuencias completamente
diferentes alrededor de los sitios de inicio de la transcripcién en el DNA de diferentes

organismos (Tabla I, Sommerville, 1984). Existe una fuerte homologfa s6lo er. las



Tabla L. Region central de los promotores de los genes de DNAr de diferentes
organismos

Ratén
Rata
Humano

-16 +1

|
'AGCGCTTACGGC
CCGAAAGTATAT
AGTTGGGAGGTACTT(

r—b

GGAGCAGG
GGGACGG
CGAAAGC
CGAAAGC

GCAGAAGGAACTT(
GCGGGCAGGAAG(

ASGGGAAGAC

2
TACCCCAAATACATATACAAGAAGAG
BraaaaATGCATATIIARGAAGGGGA

AACCCAAGATACAT
TCAAAAACTACT
ACCTGGAGATAG

] b3 52

[GGTAGGCAG
CTGACACGC

TGTACTGGAGATATA

=00 |

:urmCACGC

BscceeccesrraTa

5CTGACACGC

ref.

‘White y col (1986)
Kownin y col (1985)
Kulkens y col (1991)
Verbeet y col (1983)
Boseley y col (1979)

Hishikawa, Y (1983)

Saiga y col (1982)

Blum y col (1983)
Kohorn y col (1983)
Mishima y col (1982)

Financsek y col (1982)
Financsek y col (1982)

.Las cajas indican secuencias consenso. El GA subrayado representan un patrén conservado cuya posicidn
varia por un mucleétido. En todas las especies presentadas, una purina se encuentra en la posicién +5.
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secuencias de especies muy cercanas. La Tabla I muestra la limitada homologfa que
existe alrededor de los sitios de inicio de la transcripcién en el Dl:JAr de varios
organismos eucariotes. Podemos observar que el +1 en casi todos los casos es una
Timidina, que en la posicién -16 casi siempre se encuentra una Guanidina, y sorprende
también la ocurrencia frecuente del dinucledtido GA en la posicion +4 o +5. El papel
esencial de la secuencias localizadas entre los nucleStidos -45 y +10 se demostré
mediante el anilisis de los efectos de mutaciones y/o deleciones cada vez més cercanes
al sitio de inicio de la transcripcién. Por ejemplo, parece que una secuencia TTT
localizada en la posici6n -30, la G en la posicién -16 y los primeros nucledtidos
transcritos actian en conjunto para llevar a cabo una iniciaci6n eficiente y exacta por la
RNA polimerasa I ( Yamamoto y col., 1984). Asf entonces, mediante este tipo de
andlisis, se demostré que las secuencias que rodean el sitio de inicio de la transcripcién
son suficientes para la iniciacién de la transcripcion por la RNA polimerasa I, y que por
lo tanto constituyen un promotor para la RNA polimerasa I (Yamamoto y col, 1984;
Grummt, 1982; Moss, 1982).

Para identificar el promotor de los DNAr de E. histolytica, pretendemos inicialmente
determinar el sitio de inicio de la transcripcidn. Contamos ya con una idea aproximada
del tamafio del espaciador externo transcrito, que tiene un tamafio méximo de 2.7 y un
tamafio mfnimo de 2.1 bases, y sabemos que inicia dentro del fragmento c. Los datos
de secuencia van a ser Gtiles tanto para disefiar un primero y utilizarlo en un ensayo de
extensién de primero, como para realizar un mapeo del transcrito con la nuc;easa SL
Estos ensayos permiten determinar el sitio de inicio de la transcripcidn. Es
recomendable realizar paralelamente un ensayo de ‘capping’ in vitro. Este ensayo
incorpora un GTP-[32P] a la molécula precursora en una reaccién catalizada por la
guanililtransferasa. Esta enzima cataliza la incorporacién del GMP a una estructura tipo
‘cap’ en una reaccién que es especffica para transcritos di o trifosfatados; por lo tanto,
unicamente los transcritos primarios, no procesados, se marcan por esta reaccitn
(Moss, 1981). Este tipo de experimentos han sido utilizados para diferenciar sitios de
inicio de la transcripcién de eventuales sitios de procesamiento en el genoma
mitocondrial de plantas (Mulligan y col., 1988) Con este tipo de experimentos
pensamos obtener una catacterizacién parcial de Ia regién promotora de los DNAr de

E. histolytica. Existen varias alternativas para demostrar que una secuencia €n
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particular est4 involucrada en la regulacién de la transcripcién; una de eltas consiste en
determinar el efecto regulatorio de una secuencia en un ensayo de transcripcién in
vitro, o bien, en ensayos de expresion transitoria. Con cualquiera de estos ensayos es
posible limitar con cierto grado de exactitud la, o las, regiones esenciales para la
transcripcion. Otra alternativa se fundamenta en que aquellas secuencias involucradas
en la regulacién de la transcripcién son reconocidas especfficamente por factores
protéicos (‘trans-acting factors’). Por medio de geles nativos, o de retardamiento, es
posible determinar si una secuencia en pameulm' es reconocida especfficamente por una
protefna. Las protefnas unidas a ciertas secuencias dejan una huella, o *footprint’, la
cual podrd ser evaluada de acuerdo a la suceptibilidad de estas secuencias protegidas
por las protefnas a diferentes tratamientos qufmicos o enziméticos ( Galas y Schmitz,
1978). De hecho, en la actualidad es posible realizar este ensayo (footprint) in vivo, lo
cual reduce considerablemente el ruido que aparece frecuentemente en este tipo de
ensayos in vitro, y ademés, permite evaluar lo que estd ocurriendo dentro de la célula
" (Mirkovitch y Damell, 1991; Huibregtse y Engelke, 1991; Morret y Duck, 1989).

Con este trabajo, estamos empezando a estudiar los mecanismos transcripcionales de
E. histolytica. Inicialmente nos interesa identificar los elementos que regulan en cis la
transcripcion de los genes ribosomales ( promotor, ‘enhancers’), y compararlos con
sus equivalentes en otros organismos. Consideramos de igual forma, 1a posibilidad de
caraclerizar los factores protéicos que mediante su unidn a estas secuencias modulan la
transcripcion de los RNAr,

La caracterizacién del promotor de los DNAr de este pardsito puede tener varias
aplicaciones interesantes. Pese a que los transcritos producidos por 1a RNA polimerasa
I carecen de una estructura 5° cap y de sefiales de poliadenilaci6n, lo cual puede
conducir a un transcrito inestable, se trata de un promotor fuerte, y su integracién
dentro de un vector de transformacién ofrece la posibilidad de generar wanscritos
antisentido, o bien, un transcrito que contenga una ribozima disefiada especfficamente
contra un mensajere en particular. Estos enfoques van a ser sumamente atractivos en
cuanto se consiga transformar E. histolytica, sobre todo porque la complejidad del
pardsito ha impedido, que se realizen experimentos de genética convencionales, y que
por lo tanto, han limitado mucho el conocimiento que tenemos sobre la amiba. '

Finalmente, hemos considerado el usar oligonucle6tidos especfficos para interferir

con la funcién del promotor de los genes de RNAr de este pardsito; existen varios



reportes en la literatura que documentan la inhibicién de la expresion genética de un gen
en particular con oligonucle6tidos espectficos, de cadena doble y sencil]\a, y su posible
utilizaci6én como agentes terapéuticos o anti-virales. Bielinska y col. en 1990,
reportaron la inhibicién de la uni6n de protefnas que se unen a una secuencia de DNA
especffica utilizando oligonucledtidos modificados (fosforotioatos) de doble cadena que
contenfan la secuencia consenso xB. Estos oligonucleétidos, in vitro, se unieron
especfficamente al factor nuclear (NF)-xB e, in vivo, al afiadir el oligonucledtido
apropiado a una linea de células B transfectadas transitoriamente, se inhibi6 la
activacién dependiente de (NF)-kB del enhancer del VIH. Los autores sugieren que los
oligonucleétidos modificados de doble cadena compiten in vivo por la unién de
factores de transcripcién especfficos y proponen que este tipo de oligonucledtidos
modificados puedan ser itiles en la inhibicién de la transcripcién de genes que
provocan enfermedad. Gee y col., en 1992, 6bservaron la formacién de una triple
helice con un oﬁgonwledﬁdo de cadena sencilla dirigido al sitio de uni6n de la protefna
regulatoria SL1 del promotor de la dihidrofolato reductasa. La formacidn del triplex
intermolecular inhibe la unién de la protefna regulatoria SL1 de forma secuencia
especffica. Con la eventual caracterizacién de la secuencias involucradas en la
regulacién de la transcripcién de los genes de RNA ribosomal en E. histolytica (la
secuencia que constituye el promotor y eventuales secuencias ‘enhancer’) pensamos
explorar el efecto de oligonucleétidos espectficos de doble o de cadena sencilla sobre
este proceso celular.



VIII- CONCLUSION

En conclusién, hemos aislado la clona que contiene la regién 5' de la unidad
transcripcional del cistrén de los DNAr de E. histolytica. Los datos bioqufmicos que
obtuvivos con ensayos tipo northem sugieren que la molécula precursora es inestable y
que se degraga muy répido. Logramos caracterizar de manera aproximada el tamafio del
espaciador externo transcrito mediante un mapeo con RNA naciente. Estos datos
sugieren fuertemente que el sitio de inicio de la transcripcién estd localizado 2,1-2.7 kb
hacia arriba del gen estructural del 178 ribosomal ( Fig. 13).



EcoRI Bglll HindNl Xbal Bgill EcoRI

Espaceador extemno transcrito RNAr 17
(2.1 -2.7kb) ’ s

Fig. 13. El espaciador extemo transcrito ( o e} lider) del cistr6n ribosomal de
E. histolytica tiene un tamafio méximo de 2.7 y un tamafio m{nimo de 2.1 kb.
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