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RESUMEN

1. RESUMEN.

En este trabajo se realizo un estudio funcionat de la proteina Eh-L10 de E. histolyfica. Esta
proteina fue reportada recientemente (Chavez-Rios y Vargas-Mejia, 2000} y ¢l andlisis de su
secuencia reveld una alta homologia con las proteinas QM de humano, L10 de rata y Jif-1 de pollo.
Hasta la fecha no se han reportado estudios sobre esta proteina en E. histolytica, sin embargo a sus
homdlogos en humano y pollo se les ha atribuido una probable funcion de reguladores negativos
del factor de transcripcidn nuclear Jun (Monteclaro y Vogt, 1993). Al gen que codifica para esta
proteina se le ha llamado eh-L/{, tiene un tamafio de 651 pb, presenta un marco abierto de lectura
de 217 aminoécidos y codifica para una proteina de 24 kDa. El gen ¢h-L10 completo fue clonado
en los vectores amibianos pExEhNeo (Hamann y col., 1995) y pSA8 (Ankri y col., 1998) con el
objeto de obtener cepas Eh-L10™ y Eh-LI0 respectivamente; estas construcciones fueron
empleadas para electroporar amibas de £. histolytica cepa HM1:IMSS vy determinar los niveles de
expresion de esta proteina en ambas cepas.

Con el objeto de determinar si en £ histolytica existe un complejo de proteinas nucleares
que reconozcan la secuencia consenso para el complejo AP-1 (TGACTCA) conocida como
elemento de respuesta a TPA (TRE), se diseflaron oligenucleotidos que contuvieran la secuencia
consenso para AP-1 v se montd la técnica para realizar ensayos de retardo; una vez que se
comprobd la existencia de un complejo de proteinas nucleares de E. histolytica que reconoce
especificamente esta secuencia se realizaron ensayos de competencia adicionande la proteina Eh-
L.10 purificada. Los resultados obtenidos confirman que al igual que QM vy Jif-1, Eh-L10
desestabiliza la union de un complejo hacia esta secuencia. lo que nos sugiere en primer lugar q1'1c
probablemente exista un complejo semejante a AP-1 en £. histolytica y en segundo lugar que Eh-

LI0 pudiera ser un regulador negativo de la proliferacion celular, ya que el complejo AP-1
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participa activamente en la transcripcion de genes involucrados en la transformacion neoplasica,
proliferacion celular y apoptosis. Finalmente, la inmunofluorescencia contra Eh-L 10 nos reveld que
en la cepa sobreproductora esta proteina se encuentra presenie de manera abundante en el nicleo

celular.
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2. INTRODUCCION.

1. Biologia de Entamoeba histolytica.

La amibiasis humana es producida por el protozoario pardsite Entamoeba histolytica. Se
estima que 500 millones de personas en ¢l mundo estdn infectadas, de las cuales 40 millones han
desarrollado lesiones primarias que pueden anteceder a abscesos extraintestinales. Cada aiio
mueren 100 mil individuos a causa de este padecimiento, siendo esta la tercera causa de muerte
entre las enfermedades parasitarias solo debajo de la malaria y la esquistosomiasis (W.H.O., 1995).
E. histolytica es cosmopolita, aunque su infeccion es mas frecuente en paises con deficientes
condiciones sanitarias como México, la India y otros paises de América Latina, Asia y Africa.

En el afio de 1994 se realizé en México el mayor estudio seroepidemioldgico sobre la
amibiasis que se haya efectuado hasta la fecha. Se analizaron sueros de 67 mil individuos de una
muestra representativa de la poblacion mexicana, tanto en regiones rurales como urbanas, y
procedentes de distintos estratos socioecondmicos, encontrandose que el porcentaje total de
seropositividad es del 8.41% (Caballero y col, 1994), lo que confirma que la amibiasis tiene una
alta incidencia en México y no estd asociada con condiciones climaticas particulares. La mayor
frecuencia se encontrd en nifios con edades entre 5 y 9 afios. En general, la amibiasis se asocia a

condiciones sanitarias inadecuadas y bajos niveles educativos de 1a poblacion afectada.

2.1. Ciclo de vida.

El cicle de vida de Entamoeba histolytica (Fig.1} es relativamente simple comparado con el

de otros protozoarios parasitos, normalmente habita y se multiplica en el intestino grueso del

L)
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hombre donde reside, ocasionalmente puede invadir la mucosa y el epitelio intestinal llegando a
otros tejidos y difundiéndose preferentemente desde el intestino hacia el higado. aunque también
puede invadir pulmones, cerebro, piel y otros drganos. Desde este punto de vista los trofozoitos se
asemejan en cuanto a su comportamiento invasivo y metastdsico a las células cancerosas; este
proceso podria estar regulado por cambios tanto en las células invasoras como en las células
huésped (Leroy y col., 1995). Durante su ciclo de vida E. histolytica presenta dos estadios: la fase
replicativa o trofozoito y la fase infectiva o quiste. El trofozoito se multiplica por un proceso de
fisién binaria que se lleva a cabo en el intestino humano. Conforme los trofozeitos viajan a través
de! colon las condiciones son menos favorables, para protegerse y bajo la influencia de la flora
bacteriana adecuada los trofozoitos se enquistan. Durante este proceso los trofozoitos se condensan
en una masa esférica rededndose con una gruesa pared, este estado es conocido como pre-quistico
con un solo nicleo, Tanto quistes como algunos trofozoitos son expulsados del cuerpo en las heces
fecales. Los trofozoitos no participan en la transmision de la infeccion, ya que una vez que han
abandonado el cuerpo son incapaces de enquistarse, por lo que los quistes liberados en las heces
fecales son los responsables de la transmisién de la infeccidon y pueden sobrevivir en las heces
cuando menos 8 dias a 20-34°C y durante 40 dias a 2-6°C (Noble y Noble, 1976). Los quistes
recién formados solo tienen un ntcleo, al madurar el micleo se divide por mitosis produciendo dos
y luego cuatro nicleos, los cuales aunque de menor tamario, tienen {as mismas caracteristicas que el
nicleo del trofozoito (Smith y col., 1989).

Cuando un nuevo hospedero ingiere quistes maduros infectivos ya sea en alimentos o
bebidas contaminadas, estos pasan a través del estémago y el intestino delgado hasta llegar cerca
del colon ascendente donde se transforman nuevamente en trofozoitos. Los quistes tetranucleados
producen ocho trofozoitos uninucleados al dividirse (Martinez-Palomo, 1989), los cuales

posteriormente se dividen por fisién binaria, se adhieren a la mucosa intestinal v pueden residir
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comensales o producir ulceracién en la mucosa. En este momento puede ocurrir la invasion

de los vasos sanguineos con metéastasis hacia varios 6rganos del cuerpo.

VAN

Excrecion .
& en heces b Ingestion en agua o
alimentos contaminados
f Enquistamiento \ ,
en el colon ¢ Desenquistamineto

en el intestino delgado

QO/

d Trofozoito
e T~a
i Absceso hepatico
¢ Colonizacion
asintomgtica k Colitis Invasiva

Exper: Reviewa in Molecular Medicne 1998 Cambridge Univeratty Fress

Figura 1. Ciclo de vida de Entamoeba histolytica; La forma infectiva o quiste (a) es
ingerido por el hospedero en agua o alimentos contaminados (b), pasa a través del aparato
digestivo y desenquista en el intestino delgado; en este momento puede invadir otros
drganos (i), causar colitis invasiva (h) o permanecer como un comensal {¢); posteriormente
viaja a través del intestino hasta llegar al colon donde wvuelve a enquistarse (f) y es
expulsado en las heces fecales (g). El ciclo de vida comienza nuevamente cuando otro
individuo ingiere quistes infectivos. Tomado de Expert Reviews in Molecular Medicine.
1999 Cambridge University Press.
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2.2. Morfologia.

Entamoeba histolytica es un organismo estructuralmente simple, ya que el tnico organelo
tipicamente eucarionte que presenta es el niicleo; aunque estudios recientes han mostrado la
existencia de estructuras semejantes al aparato de Golgi (Bakker-Grunwald y Wélstmann, 1993;
Mazzuco y col., 1997), reticule endoplasmico (Mazzuco y col., 1997} y mitocondrias (Tovar y col,,
1999; Mai y col., 1999). Los trofozoitos habitan las criptas del colon ascendente en la luz del
intestino grueso del huésped, en donde se alimentan del moco y del contenido intestinal. El
trofozoito es la forma movil, mide de 10-60 um y puede presentar una forma elongada o irregular,
posee un nitcleo redondo u ovalado caracteristico con un caricsoma central y cromatina periférica
en forma de granulos fines (Martinez-Palomo, 1982). La cromatina de E. histolytica muestra una
estructura tipica de rosario, con nucleesomas de 10 nm de longitud (Brandt y Pérez-Tamayo, 1970).
El trofozoito es esencialmente anaerobico y su movimiento estd basado en la formacion de
pseuddpodos (Martinez-Palomo, 1989).

Los quistes son esféricos, con una fina pared de aproximadamente 125 a 150 nm de
espesor, compuesta por una red de elementos fibrilares de 2 a 3 nm de didmetro. Este quiste
contiene granulos finos, cuerpos cromatoides y una distintiva masa difusa de glucogeno; su
diametro promedio es de 12.5 um y contiene de uno a cuatro nicleos dependiendo de su gradoe de
madurez. Este estadio constituye la fase de resistencia e infeccion del parasito y su presencia en

heces se considera el diagndstico mas seguro de amibiasis intestinal.
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2.3, Estructura gendémica.

Hasta la fecha se conoce poco acerca de la organizacion gendmica de E. histolytica, el
tamafio aproximado de su genoma es de 4x10® pb, v tiene aproximadamente 38 000 genes. Los
genes se encuentrant en moléculas de forma circular y de tamafios muy variables (Lioutas y col,
1995), los genes ribosomales se encuentran en mas de 200 moléculas extracromosomales y tienen
una longitud de 25 kb. Estos plasmidos estan constituidos por dos unidades transcripcionales de
TRNA; cada una de estas unidades tiene un tamafio aproximado de 5.9 kb e incluye los genes 1685,
5.88 y 258 (Bhattacharya y col, 1989). Recientemente se han reportado genes que codifican para
hemolisina dentro de estos pladsmidos (Janson y col., 1994).

El mecanismo de division nuclear ha permanecido como uno de los aspectos biologicos
menos comprendidos en la biologia de este parasito. La division en E. histolytica se asemeja al
proceso mitdtico en células de eucariontes superiores, y se ha observado la existencia de cuatro
fases que son semejantes a una profase, una anafase temprana, una anafase tardia y una telofase;

aungue no s¢ ha encontrado una etapa que asemeje una metafase (Orozco y col, 1588).

2.4. Virulencia.

Los trofozoitos de E. histolytica poseen una serie de moléculas que se encuentran
directamente implicadas en la virulencia, la capacidad de invadir tejidos y la evasién del sistema
inmunolégico.

A partir de 1970, se han desatrollado una gran variedad de modelos tanto in vive como in
vitre para estudiar los efectos que tiene la amiba en las células epiteliales a las que se adhiere,

denominado efecto citopatico (Orozco y col., 1982; Martinez-Palomo y col., 1985; Mattern y col.,
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1978); asi como el efecto que tienen los extractos de la amiba sobre estas mismas células,
denominado efecto citotdoxico (Griffin y Juniper, 1971; Phillips, 1975).

Una de las proteinas que tiene un papel importante en el efecto citopatico es el ameboporo.
La familia de los ameboporos consta de tres miembros; llamados ameboporo A, ameboporo B y
ameboporo C. Todas las isoformas del ameboporo son capaces de matar a su célula blanco, aunque
el ameboporo C ha mostrado tener una mayor actividad citolitica que los amebopores A y B. Los
tres ameboporos parecen tener el mismo mecanismo de accion que consiste en la formacion de
poros scbre su célula blanco, que posteriormente muere debido a un choque osmdtico (Leippe,
1997). Estos péptidos se encuentran localizados en los granulos citoplasmicos de la amiba (Leippe
y col., 1994a), su estructura tridimensional consta de cuatro «-hélices, teniendo la primera y la
tercera una actividad formadora de poros (Leippe y col., 1994b).

En los estudios referentes al efecto citotéxico, se ha descrito el mecanismo de accidén de
algunas de las proteinas presentes en los extractos amibianos sobre las células epiteliales, entre las
mas importantes se pueden mencionar las cistein-proteasas. Estas proteasas tienen una funcion
importante no solo en la invasion de las células del hospedero, si no que también son
indispensables en el ciclo de vida del parasito. Un estudio reciente ha demostrado que estas
proteasas son muy importantes para la sobrevivencia de los trofozoitos de E. invadens, y algunos
inhibidores especificos de estas disminuyen significativamente su capacidad de enquistamiento
(Sharma y col, 1996). El papel principal de las proteasas en la invasion de tejidos esta basado en su
habilidad de adherirse a la matriz extracelular, asi como la de degradar algunas proteinas como la
fibronectina, la laminina y la colagena tipo [ (Que y Reed, 1997).

Uno de los mecanismos mds importantes en el proceso de virulencia de E. histolytica es la

adhesién a su célula blanco, entre los receptores que participan en este mecanismo se han reportado
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una lectina de 220 kDa que reconoce células epiteliales {Rosales-Encina y col., 1987) una lectina
de 170 kDa (Tannich v col., 1991) y una adhesina de 112 kDa que se une a eritrocitos y participa en
su fagocitosis (Arroyo y Orozco, 1987). Por otra parte, se ha observado que a concentraciones
milimolares de galactosa (Gal) y N-acetil-D-galactosamina (GalNAc), puede inhibirse el proceso
de adhesidn de la amiba a su célula blanco, lo que sugiere que la superficie de los trofozoitos posee

receptores para estas moléculas (Ravdin, 1989).

2.5. Tratamiento.

Los imidazoles son el grupo de farmacos mas empleados en la actualidad contra la
amibiasis. Este grupo de drogas incluye al metronidazol, nimorazol, seconidazol, cardinazol y
ordinazol entre otros. De estos, el metronidazol es la droga amebicida mas empleada, ya que a bajas
concentraciones (1-2 pg/ml) es activa contra los trofozoitos de E. histolytica (Powell y col, 1966).
El metronidazol es un nitroimidazol cuyo grupo nitro se reduce en el citoplasma del pardsito a un
producto final tdxico que parece ser un derivado hidroxiamino. Esta reduccién mantiene un
gradiente de concentracion a través de la membrana celular y permite su acumulacion intracelular
(Ings y col, 1974). El metronidazol reducido se une covalentemente a los residuos de citosina y
guanina del DNA provocando su rompimiento y la consiguiente pérdida de la estructura helicoidal,
con lo que se destruve su capacidad de servir como templado para la sintesis de DNA y RNA

(Knigth y col, 1978).
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IL. Probable interaccién de las proteinas ribosomales QMAif-1 con el complejo

transcripcional AP-1.

El objeto de este trabajo es realizar un estudio funcional de la proteina Eh-L10 de
Entamoeba histolytica, esta tiene aproximadamente un 73% de homologia con las proteinas QM de
humano y L10 de ratén; y el andlisis de su secuencia reveld que presenta los mismos dominios
estructurales. Hasta la fecha no se han realizado estudios sobre la funcion de esta proteina, por {o
que la descripcion funcional como estructural se efectuara con base en los reportes previos sobre
QM/Jif-1. Estudios realizados por varios investigadores sugieren que homaologos a esta proleina en
humano y en pollo (llamados QM y Jif-1 respectivamente) tienen la propiedad de revertir de un
fenotipo formador de tumor a uno no formador de tumor en una linea celular hibrida del
nefroblastoma de Wilm's (Monteclaro y Vogt, 1993; Dowdy v col., 1991). Durante et desarrollo de
este tipo de tumor se ha demostrado que un complejo proteice formado por miembros de las
familias Jun y Fos interacciona cen la secuencia de reconocimiento para el complejo AP-1 también
conocida como elemento de respuesta a TPA (TRE) modificando el ciclo celular y la expresion de
proto-oncogenes como myc ¥y fos, al parecer QM/Jif-1 interacciona con Jun a través del zipper de
leucinas impidiendo la formacion del complejo dimérico y su posterior union a TRE (Monteclaro y
Vogt, 1993), por lo que esta proteina podria regular negativamente la proliferacion celular mediada
por myc y fos. La estructura y funcién de QM/Jif-1, asi como la composicion del complejo AP-1

sera descrita mas ampliamente a continuacion.
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2.6. QM y otras proteinas ribosomales con una funcién dual.

Existe evidencia de que algunas proteinas ribosomales tienen una segunda funcién (Wool,
1996), QM es una de estas moléculas que posee una funcion extraribosomal. El cDNA que cedifica
a QM en humano mide 753 pb y originalmente fue aislado por hibridacion substractiva de una linea
celular hibrida del tumor de Wilm’s (Dowdy y col., 1991). QM es una proteina con un peso
aproximado de 25 kDa que es rica en aminoacidos basicos y tiene un punto isoeléctrico de 10.5
{Dowdy y col., 1991; Kaneko y col., 1992; Stanbridge y col., 1994). Los ensayos de Northern y
Southem blot realizados hasta la fecha han mostrado que QM forma parte de una familia
multigénica; el analisis de las secuencias de esta proteina en méas de 10 especies eucariontes (Fig.2)
entre las que se encuentran mamiferos, aves, plantas y levaduras han mostrado un alto grado de
conservacion, ademas de estar presente en todos los tejidos y etapas de desarrollo estudiados hasta
la fecha (Farmer y col., 1994). La estructura de esta proteina sugiere la presencia de dos dominios
basicos (del aminodcido 1 al 32 y del aminoacido 150 al 175); el primero de estos dominios
contiene 10 aminodcidos basicos y es rico en prolinas, enseguida de este se encuentra una a-hélice
del aminodcido 34 al 45. En el segundo de estos dominios se encuentran nueve residuos basicos
que se encuentran conservados en todos los homdlogos de QM a excepcion del de levadura, y
enseguida de este se encuentra una a-hélice del aminodcido 180 al 187 (Farmer y col., 1994). En la
estructura secundaria de esta proteina también se puede observar un dominio acidico del
aminodcido 54 al 72, un asa de glicinas que se encuentra aproximadamente a la mitad de la
molécula, y que es flanqueada en ambos extremos por hojas P plegadas (Stanbridge y col., 1994).

QM es practicamente idéntica a la proteina L10 de rata (Chan vy col., 1996) y a la proteina

Jif-1 (Jun interaction factor) de pollo {Monteclaro y Vogt, 1993). Jif-1 tiene la capacidad de
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interaccionar con la oncoproteina Jun a través del zipper de leucina, inhibiendo asi la formacion
del heterodimero Jun-Fos o del homodimero Jun-Jun y su pesterior union a la secuencia de
reconocimiento para el complejo transcripcional AP-1 (Monteclaro y Vogt, 1993). QM/Jif-1 puede
regular negativamente la activacién de la transcripcién mediada por AP-1, y al participar este
complejo activamente en la transcripcion de c-myc y c-fos, QM/if-1 pudieran tener un papel
importante en el control de la proliferacion celular.

Una serie de estudios en sistemas experimentales han indicado que QM es una proteina
abundante en citoplasma, y un andlisis por fraccionamiento subcelular sugiere que QM también se
localiza en el reticulo endoplasmico rugoso y esta asociada al ribosoma (Eisinger y col., 1997,
Loftus y col., 1997).

Actualmente existen reportes de un gran nimero de proteinas ribosomales que tienen una
funcion dual. Por ejemplo; la proteina 86 de Drosophila melanogaster (Watson y col., 1992) esta
involucrada en la regulacion del desarrollo, ya que mutaciones en este gen causan la formacién de
tumofes en lta larva y en las moscas se desarrollan érganos hematopoiéticos hipertrofiados. En
Ascaris lumbricoides su homéloga recibe el nombre de 819 y es requerida para la condensacion de
la cromatina durante la division cetular (Etter y col. 1994). En humanos la proteina homdloga
recibe el nombre de S4 y se ha observado que en pacientes con sindrome de Turner hay alteracién
en ¢l mRNA de esta proteina causando insuficiencia gonadal y una gran variedad de anormalidades
anatomicas (Fisher, 1990). Otra proteina ribosomal que presenta una funcion dual es la S3 de
humang que participa en la reparacion del DNA teniendo actividad de endonucleasa HI (Kim y col.

1995).
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Figura 2. Alineamiento de las secuencias peptidicas de homdlogos a QM. Las regiones altamente
conservadas se encuentran marcadas en recuadro y los dominios importantes se encuentran
detallados sobre la secuencia. La matriz de similitud muestra el porcentaje de identidad entre varias
secuencias (1, humano; 2, ratén; 3, pollo; 4, Caenorabditis elegans;, 5, maiz;, 6, Arabidopsis
‘thaliana; 7, Saccharomyces cerevisiae). Tomado de Stanbridge y col. 1994.

2.7, AP-1 y proteinas asociadas.

AP-1 es un complejo transcripcional aislado a partir de cétulas Hel.a (Lee y col., 1987),
consiste en una mezcla de polipéptidos que tienen la propiedad de unirse a la secuencia de DNA
TGACTCA (Ryseck y Bravo, 1991). AP-1 es un activador de la transcripcién de diferentes genes
(Fig. 3}, entre los que se encuentran la metalotioneina I[A, la colagenasa, la estromelisina y algunos
otros que son mediadores en la transformacion neoplasica (Matrisian, 1994), proliferacién celular,

diferenciacién, desarrollo neuronal y apoptosis (Karin y col.,1997, Curran y Morgan, 1995). La
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actividad de AP-1 en diferentes lincas celulares puede ser incrementada por ésteres de

forbol como el 12-O-tetradecanoil-forbol-13-acetato (TPA) (Angel y col. 1987).

Membrana

celular

? 4+—— Mitocondria

Citoplasma

Fosforilacion

Activacion R{&T\;

Transcripcion de genes

Figura 3. Modeio del mecanismo de activacion de la transcripcidon de genes mediado por
AP-1. Algunos estimulos tales como la uz UV, exposicién a promotores tumorales,
factores de crecimiento y oncogenes entre otros pueden promover la liberacion de agentes
oxidantes (ROS) por parte de la mitocondria y la fosforilacion de la protein cinasa N-
terminal de Jun; lo que conlleva a la activacion de AP-1, la unién a su region consenso y la
transcripcion de algunos genes.

La secuencia de reconocimiento del complejo AP-1 o elemento de
respuesta  a TPA (TRE) se encuentra contenida dentro de la secuencia blanco de la
proteina Jun (ATGACTCAT) (Franza y col., 1988); c-jun (Fig. 4) es el homdlogo

celular del oncogen viral wv-jun  (Makiy col, 1987); en humanos la proteina

codificada por este gen tiene un tamafio de 327 aminoacidos (Hattoriy col.

14
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1988), mientras que en ratén y pollo tienen un tamaiio de 330 y 310 amincdcidos respectivamente
{Ryseck y col., 1988; Nishimura y Vopt, 1988). Hasta la fecha se han descrito otras dos proteinas
fisioldgica v estructuralmente semejantes a Jun, a las cuales se les ha denominado Jun B y Jun D
(Ryder y col.,1988; Hirai y col., 1989, Ryder y col., 1989), y se ha demostrado que estas proteinas
se encuentran presentes en el nicleo celular (Bohman y col., 1987). En los primeros 122
aminodcidos del extremo amino terminal de Jun se encuentran tres regiones acidicas que son
importantes para la activacion transcripcienal (Struhl, 1987), mientras que en ¢l extremo carboxilo
terminal se encuentran dos motivos importantes que intervienen en la unién de esta proteina al
DNA. Entre los aminoacidos 252 y 280 hay una regitn altamente bdsica y rica en prolinas, mientras
que entre los aminodcidos 280 y 308 se encuentra un zipper basico de leucinas (bZIP). Este es un
dominio de «a-hélice, en el que cuatro o cinco leucinas se encuentran separadas en intervalos
regulares de siete aminocidos (Rasmussen y col., 1991) y es fundamental para que se dé el proceso
de dimerizacidn , requisito indispensable para la union de esta proteina al DNA (Vogt y Bos, 1990),
Jun puede unirse a la secuencia de reconocimiento del complejo AP-1 formando dimeros consigo
misma, con Jun B, Jun D o cualquier miembro de la familia Fos (c-Fos, Fos B, Fra-1 y Fra-2)
(Angel y col., 1991), aunque la afinidad de estos complejos proteicos hacia el DNA puede diferir
dependiendo de la forma como estén combinadas estas proteinas (Ryseck y Bravo, 1991). Hasta la
fecha se ha comprobado que Jun tiene un papel importante en la regulacion de la transcripcion (Hay
y Curran, 1991), ademas de participar activamente en el crecimiento, diferenciacion y proliferacion
celular (de Groot y col., 1990; Johnson y col., 1993; Schretber y col., 1999). La regulacién de la
transcripeién por parte de esta proteina ha sido ampliamente estudiada, al parecer Jun es un
integrador molecular de diferentes sefiales de transduccion y su actividad es regulada por la

fosforilacién de los residuos de serina o treonina, que es provocada por una gran variedad de
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estimulos entre los que se encuentran la exposicidn a promotores tumorales, factores de

crecimiento, luz UV y oncogenes entre otros (Karin, 1995).
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Figura 4. Representacion esquemitica de la oncoproteina Jun donde se muestran los
principales dominios y metivos que la constituyen. Tomado de Advances in Cancer

Research, 1990,

c-fos, por otra parte, es un homélogo celular de un oncogen presente en los virus de

sarcomas murinos FBJ y FBR (Curran y col,, 1983). La proteina codificada por este gen

tiene una localizacién nuclear y en humanos un tamafio aproximado de 380 aminodcidos,

en Ia secuencia de las proteinas de la familia Fos puede observarse un un zipper bdsico de

leucina (bZIP) entre los aminodcidos 163 y 195 (Franza y col., 1987). Por si mismas, las

proteinas de esta familia no son capaces de unirse al DNA (Sassone-Corsi y col., 1988), ni

tampoco pueden asociarse consigo mismas para formar dimeros; por lo que se requiere la
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formacién de un complejo con alguna proteina de la familia Jun para que las proteinas Fos

sean activas (Distel y col., 1987).

2.8. Justificacién.

La importancia del estudio de proto-oncogenes en Entamoeba histolytica radica en
que esta presenta una gran capacidad de invasién a tejidos; por lo que se ha propuesto que
este protozoario presenta un fenotipo similar al de las células transformadas (Orozeo y col,,
1994). La identificacidn de genes en E. histolytica con una alta homologia a proto-
oncogenes virales y ceiulares, es un aspecto muy interesante dentro de la biologia de este
parasito, ya que estos podrian estar participando activamente en la capacidad invasiva y
metastdsica de la amiba. Recientemente se aislé en nuestro laboratorio un gen con una alta
homologia a QM (de aproximadamente un 73%), al que se le ha denominado eh-L10
(Chavez-Rios y Vargas-Mejia, 2000), el estudic funcional de la proteina para la cual
codifica este gen nos permitird determinar su posible interaccién con algunas proteinas

nucleares de E. histolytica, asi como alguna posible funcién extra-ribosomal.
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3. OBJETIVOS

Objetivo General: \

*  Realizar un estudio funcional de ia proteina Eh-L10 d%: Entamoeba histolytica.
Objetivos particulares:

*  Generar cepas Eh-L10"" y Eh-L10".

|
= Determinar los niveles de expresién de la proteina Eh-[;fl() en las cepas Eh-L10" y Eh-L10".
|

* Expresar y purificar la proteina recombinante Eh-L10 en el vector de expresion pProExHtc.

* Realizar ensayos de interaccion DNA-proteina utilizando las proteinas nucleares de £
. - l o
histolytica y la region de reconocimiento del complejo transcripcional AP-1.
|

* Realizar ensayos de competencia adicionande a los e‘Psayos de retardo la proteina Eh-L10

purificada. ‘

» Determinar la localizacion celular de la proteina Eh—LiO en lacepa Eh-L10™ por medio de
|

microscopia de fluorescencia, [
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Cepas de bacterias y de Entamoeba histolytica.

4.1.1. Cultivo de Escherichia coli

Para las técnicas de clonacidn y expresion se utilizo la cepa de E. cofi DH3a. Las bacterias
fueron mantenidas a —80°C en glicerol al 50% y cuando se necesitaron fueron descongeladas,

sembradas en cajas de medio LB-agar ¢ incubadas a 37°C durante toda una noche,

4.1.2. Cultivo de Enfamoeba histolytica

La cepa patdgena de E. histolytica HM1:IMSS fue cultivada axénicamente en medio de

cultivo TYI-8-33 (Diamond, 1968) suplementado con 20% de suero de bovinoe adulto previamente

inactivade con calor durante 30min a 60°C. Para todos los experimentos se utilizé un cultive de

amibas en fase logaritmica de crecimiento.

4.2. Técnicas de biologia molecular

4.2.1. Purificacion de plasmidos.

Para la purificacion de grandes cantidades de plasmido se utilizé un estuche para maxiprep

{Qiagen, USA) de acuerdo a la metodologia sugerida por el proveedor. Las cantidades pequefias de
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plasmido fueron obtenidas de acuerdo a la metodologia propuesta por Birnboim y Doly (1979).
Bacterias E. coli de la cepa DH5a fueron inoculadas en 5 ml de medio LB adicionado con
ampicilina a una concentracion final de 25 pg/mi e incubadas durante toda una noche a 37°C con
agitacion. El cultivo se centrifugo a 6000 rpm durante 5 min a 4°C y la pastilla se resuspendi6 en
250 pl de solucidn 1 (25 mM Tris HCI pH 8.0, 50 mM EDTA, 1% glucosa); se adicionaron 500 pl
de solucién 2 (0.2 M NaOH, 1% SDS) y las bacterias fueron lisadas durante 5 min a temperatura
ambiente. Posteriormente se adicionaron 500 pl de solucién 3 fria (3 M acetato de sodio pH 5.2) y
la mezcla se incubd durante 15 min ¢n hielo. La mezcla se centrifugo durante 15 min a 14000 rpm
y 4°C, el sobrenadante se transfirid a un tubo eppendorf nuevo y se precipitd afiadiendo 3
volimenes de etano! absoluto y un décimo de volumen de acetato de sedio 3 M pH 5.2 durante toda
una noche a —20°C. El DNA se centrifugo durante 30 min a 14000 rpm, la pastilla se lavd dos veces
con 200 pl de etano! al 70%, se resuspendid en 20 pl de agua estéril y se incubd durante 15 min a

37°C con RNasa a una concentracion de 10 pg/mil.

4.2.2. Reaccién en cadena de [a polimerasa (PCR).

Para ta amplificacion de) gen eh-L10 se utilizé como cadena molde | pug de DNA genomico
de £. histolytica en un volumen de reaccion de 100 pl. La mezcla estuvo compuesta por 100 pM de
dNTP’s, 100 pM de cada uno de los oligonucledtidos correspondientes (ver apéndice), 10 pl de
buffer de reaccion 10X (10 mM Tris HCI pl1 8.3, 50 mM KCI, 1.5 mM de MgCl,) agua estéril y
2.5 U de Taq polimerasa (Amersham). La concentracion de los oligonucledtidos y su temperatura

de alineamiento se calculé de acuerdo a las siguientes formulas:

20
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¢ Concentracion de los oligonucledtidos:
mM = [ (DO)(100)] / { [ (A+G)(14) ] + [(T+CX7) ] }
+ Temperatura de alineamiento:

™M =[(A+T}2) ] + [(C+G)D ] -5

4.2.3. Transformacion de Escherichia coli.

Una alicuota de 200 ul de células competentes de Escherichia coli cepa DH5w se coloco en
hielo, se le adiciond lug del plasmido de interés (ver apéndice) y se incubd a 4°C durante 30 min;
posteriormente las bacterias fueron sometidas a un choque térmico a 42°C durante 2 min, se les
adicionaron 800 pl de medio LB tibio y se incubaron a 37°C durante una hora. El cultivo fue
transferide a un tubo eppendorf y centrifugado a 14000 rpm durante | min, las células fueron
resuspendidas en 100 pl de LB, y crecidas durante toda una noche a 37°C en cajas de L.B-agar con

ampicilina a una concentracion final de 25 pg/ml .

4.2.4, Electroporacion de Entamoeba histolytica.

Una muestra de 1x10° trofozoitos se centrifugd a 1500 rpm durante 5 min y la pastilla se
lavé con 40 ml de PBS 1X pH 7.0; se aplicéd un segundo lavado con 40 ml de Citomix incompleto
(10 mM KCI, 10 mM K,HPOJ/KH2PO4 pH 7.6, 0.15 mM CaCly, 25 mM Hepes pH 7.6, 2 mM
EGTA pH 7.6, 5 mM MgCl,), v la pastilla se resuspendié en 500 ul de Citomix completo (10 mM
KCI, 10 mM KoHPO4/KH,PO,4 pH 7.6, 0.15 mM CaCly, 25 mM Hepes pH 7.6, 2 mM EGTA pH

7.6, 5 mM MgCl,, 5 mM Glutation, 2 mM ATP); se adicionaron 200 ng del vector pSA8/eh-L10 o
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del vector pExEhNeo/eh-L [0 previamente obtenido por maxiprep y las amibas se electroporaron
bajo las siguientes condiciones: 1200 mV, 25 pF y un tiempo constante de 0.4 ms en un
elctroporador Gene Pulser 11 de BIO-RAD . Las amibas transfectadas fueron transferidas a una
botella de con medio de cultivo TYI-S8-33 completo (Diamond, 1968) suplementado con benzil-
penicilina a una concentracion de 50 pg/ml y se mantuvieron a 37°C por 48 horas. Transcurrido
este tiempo, se cambid el medio a las amibas y se les adiciono desde 10 pg/mt hasta 100 pg/mt de

geneticina (G-418) como agente selectivo.

4.2.5. Obtencion de proteinas nucleares de Enfamoeba histolytica.

Las proteinas nucleares se obtuvieron a partir de las clonas de E. histolytica, de acuerdo a la
metodologia propuesta por Schreiber (1989). Una muestra de aproximadamente 1x107 trofozoitos
se centrifugd a 2000 rpm durante Smin a 4°C y la pastilla se lavé en PBS 1X pH 6.8,
posteriormente se resuspendio en 4 volimenes de buffer A (10 mM Hepes pH 7.9, 15 mM MgCl,,
10 mM KCl. 0.5 mM DTT, 0.5 mM PMSF) y se incubd por 20 min a 4°C. Los trofozoitos se
centrifugaron en el rotor Sorvall GSA a 8600 rpm durante 10 min a 4°C y se resuspendieron en 5
volimenes de buffer A suplementado con inhibidores de proteasas (0.5 mM PMSF, 2 mM
benzamidina y 5 pg/ml de cada uno de los siguientes inhibidores de proteasas: aprotinina,
pepstatina A, leupeptina y E-64).

Los trofozoitos se rompieron con 30 golpes en un homogenizador Dounce; y la integridad
de los nucleos se monitored por micrtoscopia de contraste de fases. Los nicleos se lisaron
incubandolos durante 40 min a 4°C en buffer C suplementado con inhibidores de proteasas (20 mM

Hepes pH 7.9, 0.42 M NaCl, | mM EDTA, | mM EGTA, 0.5 mM DTT, 0.5 mM PMSF, 2 mM

22
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benzamidina ¥ 5 pg/ml de cada uno de los siguientes inhibidores de proteasas: aprotinina,
pepstatina A, leupeptina y E-64). Posteriormente los extractos nucleares se centrifugaron a 14000
rpm durante 20 min a 4°C; el sobrenadante fue alicuotado y se guardd a -80°C hasta su uso. La

concentracién de proteinas nucleares se determiné por el método de Bradford (1976).

4.2.6. Marcaje radicactivo de la sonda AP 1.

Para realizar los ensayos de retardo, se disefiaron dos oligonucledtidos de cadena
complementaria que contienen la secuencia de reconocimiento del complejo AP-1. A estos se les
llamo AP 1-1 y RAP 1-1 (ver secuencia en el apéndice). Los oligenucleotidos fueron mezclados en
cantidades equimolares y alineados incubandolos 5 min a 80°C dejindose enfriar a temperatura
ambiente. Se tomaron 10 pl de las secuencias alineadas y se les afiadié en el siguiente orden:
28.75 pl de agua estéril, 5 pl de buffer PNK 10X, 1.25 pl de enzima PNK y 5 pl de {y-*P)dATP; se
incubaron a 37°C durante 60 min y se inactivo la enzima incubando la mezcla 10 min a 68°C.
Posteriormente se adicionaron 40 pl de agua estéril, 240 pl de acetato de amonio 5 M y 750 pl de
etano! al 80%, se mezcld y se incubd teda la noche a -20°C.

Los oligonucledtidos marcados fueron recuperados centrifugando la mezcla durante 20 min
a 14000 rpm, el sobrenadante que contiene el P no incorporado fue desechado y la pastilla fue
lavada dos veces con 200 pl de etanol al 80%. La sonda marcada fue resuspendida en 100 pl de TE

pH 7.6 y guardada en un envase de plome a —20°C hasta su uso
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4.2.7. Obtencion de proteinas totales de Entamoeba histolytica,

La obtencién de proteinas totales de las cepas electroporadas con los vectores
pExEhNeo/eh-L10 y pSAS8/eh-L1( cultivadas en medio TYI-S8-33 en presencia de G-418 a
concentraciones de 10 pg/ml y 100 pg/ml se realizé de acuerdo a la siguiente metodologia: 1x10°
células fueron lavadas una vez con 10 ml de soluci6n salina estéril al 0.89%, el sobrenadante fue
desechado y las células se resuspendieron en 50 pl de dcido p-mercuribenzdico 100 mM y 50 pl de
N-etil maleimida 100 mM, se adicionaron 100 pi de buffer de carga para proteinas 2X y fueron
incubadas a 95°C durante 5 min; posteriormente se les adicionaron 10 pl de B-mercaptoetanol v se
incubaron durante 2 min a 95°C; la mezcla fue centrifugada, se recuperd el sobrenadante y se

guardo a 4°C hasta su uso.

4.3. Clonacion del gen eh-L10 en los vectores pExEhNeo, pSAS8 y pProExHtc.

Durante el desarrollo de este trabajo, se realizaron las siguientes construcciones:

pExEhNeo/eh-I,10

) Hind1 EcoRV )

El gen eh-L10 completo fue clonado en el vector pExEhNeo (Hamann y col., 1993) en los
sitios Kpn I y Bam HI, quedando flanqueado hacia su extremo 3° por la region UTR del gen de
lectina de la propia amiba y hacia su extremo 3 por la secuencia terminadora para el gen de actina
de E. histolytica.

24
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pSAS8/eh-LI0

Xho I Sal | Xbo! Hind Il Bammi Bgin Sl
Not 1
EHEAINT YLALIIIGN
Actina 5° Neol Actina 3’ ARS ’ 5’I L1
(ikb} (3Kb) mpgis oh rpg34
(0.7Kb) (12Kb) g4kp)(0652Kb) o5yyp

El gen eh-L10 completo fue clonado en el vector pSA8 (Ankd y col., 1998) en los sitios
Bgl I y Not I, quedando flanqueade hacia sus extremos 5’y 3’ por las regiones UTR del gen que
codifica para la proteina ribosomal L21 de E. histolytica denominadas rpg34.

pProExHtc/eh-L10

Not Xbal

AlG (Misy,  TI'V Stup

El gen eh-1.10 se clond en el vector de expresion procarionte pProExHtc en los sitios Not |
y Xba [ con el objeto de obtener una proteina pura que nos sirviera para realizar los estudios
funcionales in vitro.

Las caracteristicas particulares de cada uno de los vectores son descritas en el apéndice.
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4.3.1. Clonacién del gen eft-L 10 en el vector de expresion amibiano pExEh-Neo.

El inserto eh-L/0 liberado por doble digestion del vector pBluescript/eh-LI0 con las
enzimas Kpn I y Bam HI fue purificado por Jet-Sorb (GENOMED) y ligado directamente en el
vector de expresion pExEh-Neo (Hamann y col., 1995) previamente cortado con las mismas
enzimas. Esta construccién se usd posteriormente para transformar células competentes E. coli de
la cepa DH5-a que fueron crecidas en cajas de EB-ampicilina [25 ug/mi] y las colonias positivas se

seleccionaron por medio de una PCR sobre colonia.

4.3.2. Clonacién del gen eh-L10 en ¢l vector pSAS.

Con el objeto de generar una cepa Eh-L10° que nos permita observar el efecto del
abatimiento en la expresién dei gen eh-Li0), se realizd una reaccién de PCR sobre 1 pug de DNA
gendmico de E. histolytica con 35 ciclos de amplificacion y una temperatura de alineamiento de
55°C utilizando los oligonucleotidos Bgl 11 Eh-L10 y Not [ Eh-L10 (ver apéndice). El producto
amplificado fue purificado por columna y ligado al vector pCR 2.1; que posteriormente fue
empleado para transformar células competentes de £ coli de la cepa DH3a que fueron crecidas
sobre cajas de medio LB-ampicilina a las que se afiadié X-Gal e IPTG. Se realizd una reaccion de
PCR sobre las colonias candidatas a contener el gen eh-£./0, una de ellas fue seleccionada para
recuperar ¢l plasmido y liberar un inserto de aproximadamente 670 pb con las enzimas Bgl I y Not
1. El inserto eh-L10 fue ligado en el vector pSAS8, que ha sido utilizado con éxito para inhibir la
expresion de genes por medio de antisentidos (Ankri y col.,, 1998). Esta construccidn se usd

posteriormente para transformar células competentes E. coli de la cepa DH5-a, que fueron crecidas
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en cajas de LB-ampicilina [25 pug/ml] y las colonias positivas se seleccionaron por medio de una

PCR sobre colonia.

4.3.3. Clonacién del gen efi-L 18 en el vector de expresion procarionte pProExHtc.

Con la finalidad de expresar la proteina Eh-L10 de manera recombinante y analizar su
posible interaccidn con proteinas nucleares de £ histolytica, el gen eh-L10 fue amplificado
mediante una reaccion de PCR sobre 1 pg de DNA gendmico con 35 ciclos de amplificacion y una
temperatura de alineamiento de 57°C utilizando los oligonucleotidos Not I Eh-L10 y Xba | Eh-L10
Rev (ver apéndice), el fragmento de aproximadamente 670 pb se ligd en el vector pProExHtc
previamente digerido con las mismas enzimas. Esta construccién se usd posteriormente para
transformar células competentes E. coli de la cepa DH5-a, que fueron crecidas en cajas de LB-
ampicilina a una concentracion de 25 pg/ml y las colontas positivas se seleccionaron por medio de

una PCR sobre colonia.

4.4. Expresién y purificacion de la proteina recombinate Eh-L10.

Para expresar la proteina recombinante, se dejé durante toda una noche a 37°C y con
agitacion constante un cultivo de la cepa de E. coli DH5-a que contiene el plasmido pProExHic/eh-
L0 en 20 m! de 2YT-ampicilina a una concentracion final de 25 pug/ml. Al dia siguiente, se colocd
una dilucién 1:100 del cultivo en 250 mi de 2Y T-ampicilinz a una concentracion final de 25 pg/inl

¥ se incubd a 37°C con agitacion constante hasta alcanzar una densidad éptica de 600 nm entre 0.5

y 1.0; posteriormente se adicionaron 1.25 ml de IPTG 100 mM, se incubd 5 horas a 37°C con
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agitacion y se centrifugd durante 10 min a 8000 rpm y 4°C en un rotor Sorvall GSA. La pastilla se
dividié para ser purificada por dos métodos distintos. Para la purificacién por el método soluble, la
pastilla se resuspendié en 20 ml de buffer de sonicado (100 mM NaCl, 20 mM Tris pH 8.0)
mientras que para la purificacion por el método insoluble la pastilla se resuspendié en 20 ml de
buffer de sonicado con sarcosil al 10%. Ambas muestras se incubaron en hielo durante 15 min.

Las bacterias se sonicaron a una amplitud de 40-45 watts durante un minuto con intervalos
de 10 seg, una vez que ia lisis celular fue completa se centrifugd el lisado a 12000 rpm por 10 min a
4°C en una centrifuga eppendorf y se recuperd el sobrenadante que fue incubado con 1 ml de resina
TALON (Clontech Laboratories, USA}) durante toda la noche con rotacion a 4°C. Al dia siguiente,
la resina se centrifugd a 2000 rpm durante 2 min a 4°C, el sobrenadante se eliminé y la resina se
lavé cingo veces con 15 ml de buffer de lavado (100 mM NaCl, 20 mM Tris pH 8.0, 10 mM
Imidazol), se les adicionaron 400 pl de buffer de muestra para proteinas 2X, se transfirieron a un
tubo eppendorf y se incubaron durante 5 min a 97°C. La resina fue centrifugada y el sobrenadante
se analizd en un gel de poliacrilamida al 12%, las bandas de la proteina recombinante se cortaron,
la proteina se purified por electroelucién y se concentré en columnas de Centricon (Millipore,
USA), posteriormente la proteina se dializo durante 4 horas contra 500 ml de agua estéril y 48
horas contra buffer de unién DNA-proteina (12 mM Hepes pH 7.9, 60 mM KCI, 1 mM DTT, 1 mM
EDTA, 4 mM Tris HCI pH 7.9, 1 mM espermidina, ! mM MgCl,) para finalmente ser analizada

por electroforesis en un gel de poliacrilamida al 12%.
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4.5. Andlisis funcional de la proteina Eh-L.19.

4.5.1. Ensayos de retardo.

Para realizar estos ensayos, se siguid la metodologia propuesta por Latchman (1993) con
algunas modificaciones. Brevemente, diferentes concentraciones de las proteinas nucleares de E,
histolytica (1 pg, 2 pg, 5 ug, 10 pg, 15 pg y 20 pg) se incubaron durante 10 min a 4°C con 2 pl de
buffer de union DNA-proteina (12 mM Hepes pH 7.9, 60 mM KCI, 1 mM DTT, 1 mM EDTA, 4
mM Tris HCI pH 7.9, 1 mM espermidina, 1 mM MgCl;), 1 pg de poli[d(1eC)] (Pharmacia Biotech.
Inc.) 5 pl de la sonda AP | marcada con [y-*PJdATP y agua estéril hasta alcanzar un volumen final
de 20 pl. Las muestras se separaron en un gel de poliacrilamida no desnaturalizante al 6% en TRE
0.5X (44.5 mM Tris HCI pH 7.9, 44.5 mM 4cido bérico, | mM EDTA) a 20 mA, 200 V de 2-3
horas y fueron reveladas en una placa fotogrifica (Kodak). Los ensayos de competencia se
desarrollaron incubando 50 ng, 100 ng, 200 ng, 500 ng, 1 pg, 2 pg y 5 pg de la proteina Eh-L 10
junto con 5 pg de los extractos nucleares, buffer de unién, agua estéril y la sonda marcada; y
fueron analizados en un gel de poliacrilamida no desnaturalizante al 6% en TBE 0.5X (44.5 mM
Tris HCI pH 7.9, 44.5 mM acido bérico, 1 mM EDTA) con las mismas condiciones mencionadas

anteriormente.
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4.5.2. Inmunodeteccion de la proteina Eh-L10 en las proteinas totales de las amibas

electroporadas con los vectores pExEWNeo/eh-L10 y pSA8/eh-L10.

Las proteinas totales de Entamoeba histolytica fueron separadas en un gel de poliacrilamida
al 12% y transferidas a una membrana de nitrocelulosa (BIO-RAD) de acuerdo a la siguiente
metodologia: se utilizaron cuatre hojas de papel Whatman y una membrana de nitrocelulosa del
tamafio del gel previamente humedecidas en buffer de transferencia (39 mM glicina, 48 mM Tris,
0.1% metanol), hacia el catodo de la cAmara de transferencia se colocaron en orden: 2 hojas de
papel Whatman, la membrana de nitrocelulosa, el gel y 2 hojas mas de papel Whatman, la
transferencia se realizd durante 2 horas a 120 V. Posteriormente la membrana fue bloqueada con
PBS-tween 20 y leche al 5% durante 8 horas a 4°C e incubada con anticuerpos policlonales anti-
Eh-L10 obtenidos a partir de ratones hembra de la cepa Balb/c en una dilucidn 1:1000 durante toda
una noche a 4°C; la membrana se lavé en PBS 1X y se incubd en PBS-tween 20 y leche al 5% con
un segundo anticuerpo (anti-IgG) acoplado a peroxidasa en una dilucién 1:5000 durante 4 horas a
37°C, se lavd 5 veces con PBS 1X v finalmente se reveld con Ha0; (Sigma) y 4-cloronaftol

(Sigma).

4.5.3. Localizacién celular de 1a proteina Eh-L10 en la cepa Eh-L10™.

Para determinar la localizacion celular de la proteina Eh-L10 en la cepa sobreproductora,
una muestra de aproximadamente 2x10° amibas fueron centrifugadas a 1500 rpm durante 5 min a
4°C, la pastilla fue lavada con PBS 1X a 37°C y transferida a un tubo eppendorf, se adiciond 1 ml
de paraformaldehido al 3.7% a 37°C y se incubé a 37°C durante 1 hora. Posteriormente las amibas

fueron centrifugadas a 2000 rpm durante 4 min, se eliminé el sobrenadante y la pastilia fue
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resuspendida en | ml de PBS-Triton X-100 al 0.1%; se mezclé y se centrifugd la muestra
inmediatamente a 2000 rpm durante 4 min, se elimind nuevamente el sobrenadante, se adiciond |
ml de NH4Cl 50 mM a 37°C y se incubo la muestra durante 30 min a 37°C. Una vez transcurrido
este tiempo, la muestra fue centrifugada por 2 min a 7000 rpm, se elimind el sobrenadante y se
resuspendié la pastilia en 100 pl de anticuerpo anti-Eh-L10 diluido 1:30 en PBS-BSA 1%
incubandoe toda la noche a 37°C. Al dia siguiente, la muestra fue lavada 4 veces con PBS-BSA 1%
a 37°C centrifugada 2 min a 7000 rpm entre cada lavado; y se incubé con 100 pl del segundo
anticuerpo acoplado a FITC diluide 1:300 en PBS-BSA 1% y yoduro de propidio diluido 1:200 en
PBS-BSA 1% a 37°C durante 2 horas. Posteriormente la muestra fue lavada 4 veces con PBS-BSA
1% a 37°C y resuspendida en 50p] de Vectashield (Vector, USA) con el objeto de evitar una rapida
perdida de la fluorescencia durante su examinacion, para finalmente ser montada en un porta

objetos y observada en un microscopio de fluorescencia Olympus BX60.
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5. RESULTADOS

5.1. Clonacion del gen e/i-L10 ¢n los vectores pExEhNeo, pSA8 y pProExHtc.

Para la obtencion de la cepa sobreproductora, un fragmento de aproximadamente 650 pb
que corresponde al gen completo es-L170) fue liberado del vector pBluescript/eh-L 10 previamente
obtenido por miniprep con las enzimas de restriccion Kpn [ y Bam HI (Fig. 5), este fragmento se
ligd directamente en el vector de expresion amibiano pExEhNeo previamente cortado con las
mismas enzimas y esta construccion fue utilizada para transformar células competentes E. coli de la
cepa DH5a. Las clonas candidatas a contener el gen eh-L /(0 fueron seleccionadas por medio de una

reaccién de PCR sobre colonia (Fig. 6).

4072 pb

3054 pb
2036 pb
1636 pb —

HIBpb— g .
inserto ehl [

506 pb —pp.

Figura 5. Liberacion del fragmento es-L10 del vector pBluescript con las enzimas de restriccidn
Kpn I y Bam HI. En el carril 1 se observa el marcador de peso molecular 1 kb DNA ladder (Gibco),
en el 2 aproximadamente 2 ng del vector pBluescript/eh-L10 y de los carriles 3-6 el inserto eh-L10
purificado a partir de distintas clonas.
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4072 pb
3054 pb

2036 pb
1636 pb

1018 pb

506 pb

Figura 6. Reaccion de PCR sobre las colonias candidatas a contener el vector pExEhNeo con el gen
eh-L10. En el catril 1 se observa el marcador de peso molecular y de los carriles 2-5 las clonas
positivas {C1-C4 respectivamente).

Para la obtencion de la cepa Eh-L107 se realizé una reaccién de PCR sobre | pg de DNA
genémico de E. histolytica (Fig. 7), se amplificd un producto de aproximadamente 670 pb
correspondiente al gen es-L10 que se ligd en el vector pCR 2.1 y posteriormente esta clonacién fue
usada para transformar células competentes £ coli DHSa; las clonas positivas fueron
seleccionadas por medio de una PCR sobre colonia (Fig. 8). La colonia niimero 1 (C1) fue
seleccionada para recuperar el plasmido y extraer el inserto por medio de una doble digestién con
las enzimas Bg! 11 y Not [; este fragmento fue purificado (Fig. 9) y ligado en el vector pSAS8
previamente cortado con las mismas enzimas. Las clonas positivas fueron seleccionadas por medio

de una PCR sobre colonia (Fig. 10).
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4072 pb
3054 pb
2036 pb
1636 pb

1018 pb —P

506 pp —= [

Figura 7. Amplificacion por PCR del gen eh-L1{ utilizando oligonucleotidos que contienen sitios
de restriccion para las enzimas Bgl Il y Not 1. En el carril 1 se cargd el marcador de peso molecular
y en el 2 se cargaron 3 pl de la reaccién en un gel de agarosa al 0.8%.

Wi2pb____j»
3054 pb —

2036 pb
1636 pb —

1018 pb—pp.

506 pb ——pp

Figura 8. Reaccién de PCR sobre las colonias candidatas a contener el vector pCR 2.1/eh-L10. En

el carril 1 se observa el marcador de peso molecular y de los carriles 2-6 las clonas positivas (C1-
C5).
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4072 pb

sy —h
2036 pb A
1636 pb — g, [P
1018 pb —pp £ 2”2 d

506 pb e

Figura 9. Purificacidn del gen eh-L{0 liberado del vector pCR 2.1/eh-L10 por doble digestion con
las enzimas Bgt II y Not L. En el carril 1 se observa el marcador de peso molecular y en el 2
aproximadamente 100 ng del] inserto purificado.

4072 pb
3054 pb
2036 pb
1636 pb

1018 pb —P»

506 pb ~—>

Figura 10. Reaccion de PCR sobre las colonias candidatas a contener el vector pSA8/eh-L10. En el
carril 1; marcador de peso molecular, de los carriles 2-6 se observan 4 clonas positivas (C1, C2, C3
y C4 en los carriles 2, 3, 5 y 6 respectivamente).
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Para la clonacion del gen eh-L/0 en el vector pProExHic, se realizé una reaccién de PCR
sobre } pg de DNA gendmico de E. histolytica utitizando oligonucleotidos especificos con sitios de
restriccion para las enzimas Hind IIT y Xba I (Fig. 11). El producto obtenido y que corresponde al
gen eh-L10 completo fue purificado y ligado directamente en el vector pProExHtc previamente
cortado con las mismas enzimas; esta construccion fue utilizada para transformar células
competentes E. coli de la cepa DH5a y las clonas candidatas a contener el gen fueron seleccionadas

por una reaccidon de PCR sobre colonia (Fig. 12).

4072 pb
P —»

1018 pb ——pp

506 b _pn

Figura 11. Reaccion de PCR sobre DNA genomico de E. histolytica. En el carril 1: marcador de
peso molecular y en los carriles 2-3 se cargaron 3 pl de la reaccion.
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4072 pb
3054 pb
2036 pb
1636 pb

1018 pb

506 pb

Figura 12. Reaccién de PCR sobre las colonias candidatas a contener el vector pProExHte/eh-L10.
En el carril 1: marcador de peso molecular, de los carriles 2-5 se observan las clonas positivas (C1-
C4).

5.2. Expresion y purificacion de la proteina recombinante Eh-L10.

La proteina recombinante Eh-L10 se expresd y purificé mediante la metodologia descrita
anteriormente y su patron electroforético fue obtenido en un gel de poliacrilamida al 12%. En la
figura 13 se presenta el proceso completo de expresidn y purificacién de esta proteina a partir de la
cepa DH5a que contiene el vector de expresién procarionte pProExHte/eh-L 10 y como controles se
utilizaron bacterias de la misma cepa transformadas con el vector pProExHtc sin el gen que

codifica para la proteina Eh-L 10,
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200 kDa—»
914 kDa—»

68.0 kDa—p

43.0 kDa—»

290 kDa—»

18.4 kDa——p

14.3 kDa—»

Figura 13. Procesc de expresion y purificacion de la proteina recombinante Eh-L.10. En el carril |
marcador de peso molecular; carriles 2 y 3 proteinas totales de la cepa transformada con el vector
pProExHtc sin inducir e inducida respectivamente; carriles 4 y 5 proteinas totales de la cepa
transformada con el vector pProExHtc/eh-L10 sin inducir e inducida; carril 6 purificacién por
método soluble; carnl 7 purificacion por método insoluble y carnl 8 la proteina Eh-L10
electroeluida y concentrada,

5.3. Analisis Funcional de la proteina Eh-LI10

5.3.1. Expresién de la proteina Eh-L10 en las cepas Eh-L10™ y Eh-L10°

Para determinar las diferencias en la expresion de la proteina Eh-L1Q tanto en las cepas
sobreproductoras como en ias cepas menos crecidas en medio con G-418 a concentraciones de 10
pg/ml y 100 pg/ml, se separaron las proteinas totales de estas en un gel de poliacrilamida al 12%

utilizando como controles las proteinas totales de las cepas electorporadas con los vectores pSA8 y
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pExEhNeo crecidas en medio con (G-418 a una concentracion de 100 pug/ml (Fig.14), esto con el
objeto de mostrar que las proteinas no se encuentran degradadas y se utiliza la misma
concentracion en todos los casos; este gel se transfirio a una membrana de nitrocelulosa y se le
realizdé un Western blot utilizando anticuerpos policlonales dirigidos contra la proteina Eh-L10, en
la figura 15 se observa que ambos controles presentan un nivel basal de expresion, mientras que en
la cepa sobreproductora la expresion de la proteina aumenta conforme se incrementa la cantidad de
agente selectivo en el medio en el cual se cultivo y en la cepa menos la expresién disminuye al

aumentar la cantidad de droga en el medio.

200kDa 4.

974 kDa »
680kDa —

43.0 kDa

29.0kDa

18.4 kDa

L)

143 kDa

Figura 14. Proteinas totales de las cepas sobreproductoras y cepas menos para Eh-L10 de
Entamoeba histolytica. En el carril 1 marcador de peso molecular; en el 2 las proteinas de la cepa
electroporada con el vector pExEhNeo crecida a una concentracién 100 pg/mi de G-418; en los
carriles 3 y 4 las proteinas de las amibas electroporadas con el vector pExEhNeo/eh-L10 crecidas a
100 pug/ml y 10 pg/ml de G-418 respectivamente; en tos carriles 5 y 6 las proteinas de las amibas
electroporadas con el vector pSA8/eh-L10 crecidas a 10 pg/ml y 100 pg/ml de G-418 y en el carril
7 las proteinas de las amibas electroporadas con el vector pSAS crecidas a 100 pg/ml de G-418.
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200KkDa ___,,

184kDa

14.3 kDa

Figura 15. Inmunodeteccion de la proteina Eh-L.10 en las cepas Eh-L10™ y Eh-L10°. En el carril |
se observa el marcador de peso molecular; en el 2 las proteinas totales de la cepa de fntamoeba
histolytica HM1:IMSS electroporadas con el vector pExEhNeo crecidas a una concentracion de 100
pg/ml de G-418 como control; en los carriles 3 y 4 las proteinas totales de amibas electroporadas

con el vector pExEhNeo/eh-L16 crecidas a concentraciones de 10 pg/ml y 100 pg/mi de G-418
respectivamente; en los carriles 5 y 6 las proteinas totales de amibas electroporadas con el vector

pSA8/eh-L10 a concentraciones de 10 ug/m! y 100 pg/ml de G-418 y en el carril 7 las proteinas
totales de amibas electroporadas con el vector pSAS8 crecidas a una concentracion de 100 pg/ml de
(G-418 como un segundo control.

5.3.2. Ensayos de retardo.

Con el objeto de determinar si existe una interaccion real entre la region consenso del
complejo transcripcional AP-1 y las proteinas nucleares de k. Aistolyrica se realizaron [os ensayos
de retardo tal y como se describié anteriormente. Los resultados de este ensayo se muestran en la
figura 16; donde se puede observar que al incrementar la cantidad de proteinas nucleares, un

complejo de estas se une a la secuencia consenso del complejo AP-1.
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- - - 1 cemnE ashms  SeTD

Figura 16. Ensayo de retardo entre las proteinas nucleares de la amiba y la sonda que contiene la
secuencia consenso para €l complejo AP-1. En el carril 1 la sonda libre, de los carriles 2-7 la sonda
mas 1 pg, 2 pg, 5 pg, 10 pg, 15 pg y 20 pg de proteinas nucleares de Entamoeba histolvtica
respectivamente.

Los ensayos de competencia se desarrollaron de manera similar, en estos se utilizaron 5 pg
de proteina nuclear de E. Aistolytica por pozo, la sonda marcada v se adicionaron cantidades
crecientes de la proteina Eh-L10 purificada (Fig. 17). Las cantidades de proteina recombinante
usadas para las competencias fueron de 50 ng, 100 ng, 200 ng, 500 ng, | pg, 2 pg, ¥y 5 pg; y se
observa que conforme aumenta la concentracidén de proteina recombinante se inhibe la unién de las
proteinas nucleares de la amiba a la regién consenso del complejo transcripcional AP-1, llegando a
una inhibicién total en la unién del complejo con 2 pg de la proteina Eh-L10 purnificada. Para
descartar la posibilidad de que la competencia sea inespecifica, se realizaron ensayos de
competencia con una proteina no relacionada a este sisterna; en este caso se utilizé albimina sérica
bovina en las mismas concentraciones en las que se empleé Eh-L10 y no se observé inhibicién en

12 unién del complejo de proteinas nucleares hacia la sonda AP-1 {no mostrado).
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Figura 17. Ensayos de competencia entre las proteinas nucleares de Entamoeba histolytica y la
proteina recombinante Eh-L10. En el carril 1 se cargo la sonda libre y en los carriles 2-8 se cargd la
sonda mds 5 pg de proteinas nucleares y 50 ng, 100 ng, 200 ng, 500 ng, 1 ug, 2 pg y S ugdela
proteina Eh-L10 respectivamente.

5.3.3. Localizacién celular de la proteina Eh-L10 en la cepa Eh-L10""

La localizacion celular de la proteina Eh-L10 en la cepa sobreproductora, fue determinada
por medio de microscopia de fluorescencia utilizando anticuerpos policlonales dirigidos contra esta
proteina obtenidos de ratones hembra de la cepa Balb/c, y los resultados muestran que Eh-1.10 esta
presente de manera abundante en el citoplasma y da sefial positiva en el nicleo celular (Fig. 18); lo

cual concuerda con por lo menos dos reportes previos (Eisinger y col., 1997; Imafuku y col., 1999).
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Figura 17. Inmunofluorescencia contra la proteina Eh-L10. En {A) se muestra el trofozoito
de Lmamoeba histolytica a 100X en contraste de fases; y en (B) incubado con anticuerpos
a-Eh-L10 (1:50) y con un segundo anticuerpo acoplado a FITC. (n) corresponde al micleo
celular y (cit) al citoplasma.
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6. DISCUSION

QM/Jif-1 es una proteina altamente conservada en una gran cantidad de organismos
eucariontes de distintos reinos (Farmer y col., 1994). Esta proteina ha mostrado ser esencial en
levaduras ya que su homologa en Saccharomyces cereviciae denominada QSR es requerida para
el ensamblaje de las subunidades ribosomales 408 y 60S (Eisinger y col., 1997) y su delecidén
resulta ser letal (Tron y col., 1995). A pesar de la aparente importancia de QM/Jif-1 existe poca
evidencia que indique cual es su funcion en la célula, aunque estudios recientes la reportan como
un probable supresor tumoral que regula negativamente a la oncoproteina c-Jun (Monteclaro y
Vogt, 1993). Este no seria el primer caso de una proteina ribosomal que presenta una funcién dual;
ya que por ejemplo, 1a proteina S6 de Drosophila melanogaster (Watson y col., 1992) esta
involucrada en la regulacion del desarrollo, S19 que es su homéloga en Ascaris lumbricoides (Etter
y col. 1994) es requerida para la condensacion de la cromatina durante la division celular, mientras
que alteraciones en el mRNA de la proteina 84 de humano (Fisher, 1990) causan insuficiencia
gonadal y una gran variedad de anormalidades anatémicas en pacientes con sindrome de Turner. En
este trabajo se obtuvieron cepas menos y sobreproductoras para la proteina homdloga a QM en
Entamoeba histolytica denominada Eh-L10 (Chavez-Rios y Vargas-Mejia, 2000) por medio de
electroporacion, a las cuales se llamé Eh-L10" y Eh-L10™ respectivamente; ademas de determinar
la localizacion celular de Eh-L10 y su probable interaccion con algunas proteinas nucleares de la
propiz amiba.

Para Ia obtencién de las cepas de E. histolytica Eh-L10™" y Eh-L10", amibas de la cepa
HM1:IMSS fueron transfectadas con los vectores pExEhNeo/eh-L10 y pSA8/eh-L10 por medio de
electroporacion, ya que esta técnica ha demostrado ser eficiente tanto para la expresion transitoria

de genes (Nickel y Tannich, 1994) como para la inhibicion en la expresién de genes por medio de
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antisentidos (Ankri y col., 1998; Ankri y col., 1999; Alon y col., 1997). Las amibas electroporadas
con los vectores en los que se clond el gen eh-L/0 en sentido asi como en antisentido fueron
crecidas a diferentes concentraciones de G418 (10 ug/ml y 100 pg/ml) ya que el nimero de copias
del plasmido asi como la cantidad de mRNA del gen clonado en el vector son proporcionales al
nivel de resistencia del cultivo a esta droga (Hamann y col., 1995). Las amibas electroporadas con
ambos vectores resultaron viables, para determinar el nivel de expresion de la proteina Eh-L.10 se
obtuvieron las proteinas totales de las cepas Eh-L10™" y Eh-L 10", estas fueron analizadas por medio
de un Western blot y los controles empleados muestran un nivel basal de expresin de esta
proteina. En la cepa Eh-L10™ se pudo observar un incremento considerable en su nivel de
expresion mientras que en la cepa Eh-L10" una disminucién en su sintesis. Estos resultados son
preliminares y no nos permiten determinar cudl es el efecto que tiene la inhibicién y la sobre
expresion de esta proteina en la amiba, ya que los trofozoitos tanto de las cepas Eh-L 10" como Eh-
L10" no presentan diferencias morfologicas con respecto a la cepa silvestre. Algunos autores han
propuesto que cuando no se observan cambios fenotipicos en un organismo al deletar una proteina
hay una compensacion funcional por parte de otras proteinas (Bray y Vasiliev, 1989; Gerisch y col.,
1989). Para el caso de la ABP-120 de Dyctiostelium discoideum se ha demostrado que esto no
sucede (Cox y col., 1996). En lo que respecta a la cepa Eh-L 10" no se logré una inhibicion total en
la expresion de la proteina para poder determinar si la ausencia de esta tiene el mismo efecto que en
levaduras; lo anterior probablemente se debid a que no se llevé el cultivo a una mayor
concentracion de G418, aunque lo ideal seria contar con un organismo knock out ya que aportaria
mayor informacién sobre la importancia de la presencia de esta proteina para la viabilidad de la

amiba.
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Los estudios de inmunofluorescencia realizados en este trabajo para determinar la
localizacién celular de ta proteina Eh-L10 en la cepa sobreproductora revelaron que esta proteina se
encuentra de manera abundante en el citoplasma, lo cual concuerda con los estudios de
fraccionamiento celular en los que se ha ubicado asociada a ribosomas en el reticulo endoplasmico
(Lofius y col., 1997). Ademas de ubicarla en el citoplasma, se pudo observar una sefial intensa en el
niicleo celular que resuita consistente de acuerdo a la funcidén propuesta de regulador negativo del
factor de transcripcion nuclear c-Jun (Monteclaro y Vogt, 1993) y concuerda con por lo menos dos
reportes previos en los que se ubica a QM en el nucleo. Eisinger y colaboradores en 1997
reportaron que la proteina homologa a QM en Saccharomyces cereviciue denominada QSR 1
podria tener una localizacién nuclear; mientras que Imafuku y colaboradores en 1999 observaron
en neuronas humanas de la linea F9 un transporte de QM hacia el micleo celular mediado por otra
proteina llamada presenilina 1 (PS1). Al encontrarse QM en nucleo se observé que se inhibia la
unién del homodimero Jun-Jun a la regién consenso de AP-1 y por lo tanto no habia una
transactivacion de genes por parte de Jun. Se ha propuesto que PS1 es un tipo de transportador
intracelular con especificidad relativamente baja; entre las moléculas que se unen a PS1 se han
identificado a APP (Wargai y col.,, 1997), casenilina (Buxbaum y col., 1998), B-catenina {Zhang,
Z., 1998}, filamina (Zhang, W., 1998) y Tau (Takashima y col., 1998) ademas de QM (Imafuku y
col., 1999). Hasta la fecha no se tiene conocimiento de una proteina homdloga a PS1 en E.
histolytica por lo que resultaria arriesgado hipotetizar sobre un transporte de Eh-L10 hacia el
nicleo mediado por presenilina; sin embargo se tiene conocimiento de que algunos factores de
transcripcidn como NF-AT que normalmente se encuentran en el citoplasma pueden ser
translocados al niicleo y participar en la transcripcion de otros genes. Este paso del citoplasma

hacia el nicleo puede darse por una gran variedad de estimulos como luz UV, exposicion a
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oncogenes y promotores tumorales entre otros, que activan una cascada de sefiales de transduccion
{Israel, 1994). Recientemente se ha demostrado que QM puede ser fosforilada in vitro por la
protein cinasa C (Inada y col., 1997), lo que en algin momento podria facilitar su transporte hacia
el nicleo.

Durante el desarrollo de este trabajo, también se logré expresar y purificar una proteina Eh-
L10 recombinante en bacterias Escherichia coli, esta proteina tiene un peso aproximado de 24 kDa
y es altamente reconocida por anticuerpos policlonales obtenidos a partir de ratones hembra de la
cepa Balb/c, asi como anticuerpos comerciales que reconocen a la proteina QM de humano. Para
determinar en primer lugar la existencia de una interaccién entre las proteinas nucleares de la amiba
y la regién consenso del complejo AP-1 se disefiaron los ensayos de retardo y fue posible
estandarizar la técnica para E. histolytica. Los resultados obtenidos de la interaccidn entre las
proteinas nucleares de la amiba y oligonucleotidos sintéticos que contienen la secuencia consenso
de AP-1 nos indican que existe un complejo de proteinas nucleares de la amiba que reconoce esta
region que es especifica para la proteina Jun. Hasta la fecha se han reportado algunos genes en
otros eucariontes, como GCN4 de Saccharomyces cereviceae (Hope y Struhl, 1988) y cpe-7 de
Neurospora crassa (Paluh y col., 1988) que pertenecen a la familia de oncoproteinas JUN, por lo
que no resultarfa extrafio que en E. histolytica también existiera una proteina perteneciente a esta
familia, ademas de que recientemente se han reportado en amiba homdlogos a otros proto-
oncogenes como ¢-myc (Leyva-Leyva y col., 1993).

Con el propésito de determinar si la proteina Eh-L10 de Entamoeba histolytica tiene la
misma propiedad que su homéloga en pollo (Jif-1) para desestabilizar la union del complejo
dimérico Jun-Jun o Jun-Fos hacia la regién consenso de AP-1, se realizaron los ensayos de
competencia en los que se incubaron cantidades crecientes de la proteina Eh-L.10 purificada junto

con las proteinas nucleares de la amiba y la sonda AP-1. El resultado de este ensayo demuestra que
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7. CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en el desarrollo de este trabajo podemos concluir lo

siguiente:

1. Se lograron producir cepas viables de Entamoeba histolytica Eh-L10™" y Eh-L10".

2. Existe un complejo de proteinas nucleares de E. histolytica que se une especificamente a la
region consenso del complejo AP-1 también conocida como elemento de respuesta a TPA

(TRE).

3. La proteina Eh-L.10 de Entamoeba histolytica desestabiliza la uni6n del complejo de proteinas

nucleares hacia la regién consenso del complejo AP-1 de manera especifica,

4, Selogro determinar que en la cepa sobreproductora (Eh-L107"} la proteina Eh-L10 se localiza

en ¢l nucleo celular.

49



PERSPECTIVAS

8. PERSPECTIVAS

Durante el desarrollo de este trabajo se demostrd la existencia de proteinas nucleares de
Entamoeba histolytica capaces de interaccionar con la region consenso del complejo AP-1 también
conocida como elemento de respuesta a TPA (TRE). Consideramos que es necesario aislar,
purificar y caracterizar a los miembros del complejo proteico que se une a esta region, esto nos
permitird estudiar la regulacion de genes involucrados en apoptosis y proliferaciéon celular en £

histolytica.

Un aspecto muy importante en este trabajo es que sec logro observar a la proteina Eh-

L10 presente en el nicleo celular, sin embargo es necesario realizar estudios que nos

permitan determinar si esta proteina tiene una funcion de inhibidor de la proliferacién celular,
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10. APENDICE.

PREPARACION DE MEDIO LURIA-BERTRANI

PePIONa...c..ccormiireccieecceecciecreccrnaressisereren. 1O
Extracto de levadura......ooooniiniiincccccen 5g

Ajustar pH a 7.0 con NaOH y aforar a 1 | con agua,

2YT

NaCli.i e 3 8
Peptona.......ccocoviiiiiniiciccneee, l6g
Extracto de levadura.........ccoevvvevvevccnrceee. 10 g

Ajustar pH a 7.0 con NaOH y aforar a 1 1 con agua.

TYI-$-33
Peptona.........coooi e, 183 ¢
DeXIrosa. ..vvvcrrei e 61 8

NaCl.....coc . 1228

KH;PO4 menobasico......orvevecveeeiineeeeeen 37¢
KHzPOs dibdsico. ......ooocoeveencncnecrirrn 62pg
L-crsteina. ..o 62¢g
Acido aseOrbiCo......ovvvirs e 12¢g
Citrato Férrico de Amonio.....cccceevveeereer, 0.15¢

Ajustar pH a 6.8 con NaOH y aforar a 5 | con agua.
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TBE 5X

Tris-base......cooovveiviiiiiiiiineens
ACIAO BOTICO. e

Aforara i | con agua

OBTENCION DE NUCLEOS

SOLUCION A

HepespH7.910mM.....................

MgClz L5 mM..ocrcecen e

Aforar a 50ml con agua.

SOLUCION C

Hepes pH 7.9 20 MM
NaClO42 M.,

EDTAImM........ooiiiis

PMSFOSmM.. ...

Benzamidina2 mM........................

Aforar a 50 ml con agua

540
275¢

4.65¢g

0.5 ml de Hepes 1 MpH 7.9
75 plde MgCl; 1| M
0.5mlde KCI1 M

25ulde DTT I M

250 ul de PMSF 0.1 M

1 ml de HepespH 7.9 1 M
2l mlde NaCl 1 M

0.1 ml de EDTA 0.5 M pH 8.0

. 0.1 mlde EGTA0.5MpH 8.0

S0uldeDTT I M
50 pl de PMSF 1 M

I ml de Benzamidina 100 mM
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PREPARACION DE INHIBIDORES DE PROTEASAS

PMSF 100 mM......ccocininiviiiivcncinnee. 0.871 g en 50 ml de isopropanol
Pepstatinad A 1 Mg....ooeovireirnrerincnenccens 1 mg por ml de etanol

Leupeptina 10 mg...........cccovevrvcceercevienenee. 10 mg por ml de agua

Aprotinina 10 mMg....ooovveeeeecee e 10 mg por ml de HEPES 0.01 M pH 8.0
Benzamidina 100 mM........cccoovvriiiriiinnarens. 0.8 g en 50 ml de ctanot

E-64 Img....coiiniiirccciecccisneeeeee.. 1 mg por ml de agua

COCTEL DE INHIBIDORES DE PROTEASAS

CONCENTRACION FINAL STOCK
PMSF 0.5 mM.......oooriiiivcnininiivsennne. 5 pl de PMSF 100 mM
Benzamidina2 mM...............o 20 pl de Benzamidina 100 mM
Aprotinina 5 pg/ml.......ccoccncevmcininiinnnnn. 0.5 l de Aprotinina 10 mg/ml

Pepstatina A 5 pg/ml.....coocenvinivvriccceneee. 5 ptl de Pepstatina A 1 mg/ml

Leupeptina S pg/ml....c.oooieiiiieiiicceeeae 0.5 ul de Leupeptina 10 mg/ml
E-64 5 pg/ml.coiiie e 5 pl de E-64 1 mg/m!
Volumen final ..., 1 ml

GLCIMA. vttt 144 ¢
Tris-base.......ccoovviriciciiee e, 30g
SDS e e 100 g

Aforar a 1] con agua
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BUFFER DE TRANSFERENCIA

L3774 T U TRUSTUURR. L JVLF -
TriS-DESE. ... 12,12 8
MeEtanol........ocveoicvvrverisrieeserererserrerees e 800 ml

Aforar a4 1 con agua
Anticuerpos utilizados.

policlonal anti-Eh-L.10 [200 pg/ml]
IgG anti-raton acoplado a peroxidasa [1.5 mg/ml]

lgG anti-raton acoplade a FITC [1.5 mg/ml]
Secuencias de los oligonucleotidos utilizados.

Not I Eh-L10: 5> ATAAGAATGCGGCCGCATGGGAAGAAGACCAGGAAGA 3’
Bgl Il Eh-L10: 5’ GAAGATCTTCGTTAACTTTTGGAAGTGGAC 3’
XbalEh-L10 Rev: 5' TGCTCTAGAGCATTAGTTAACTTTTGGAAGTGG 3°

AP 1-1: 3 TCGAAGCTATGACTCATCAGGTCGA 3°

RAP 1-1: 5 TCGACCTGATGAGTCATAGCTTCGA 3’

E£STA TESIS NO SALE
DE LA BIBLIOTECA
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Caracteristicas de los vectores empleados.

resistencia a geneticina, este se encuentra
flanqueado por las regiones UTR del gen de
actina de la propia amiba. Tiene clonado el gen
CATensitiosKpnlen 5 y BamHlen 3’
flanqueado por la region UTR del gen de
lectina hacia el extremo 5’ y la regién UTR del
gen de actina hacia el extremo 3°. CAT puede
ser sustituido por el gen de interés; este vector
es empleado para generar cepas que sobre-
expresen el gen que se ha insertado en su sitio
de clonacion maltiple.

pExEhNeo |Contiene el gen NEO (0.7 Kb) que cenfiere Hamann y col., {1995). Proc. Natl.

Acad. Sci. USA. 92: 8975-8979.

pPSAS

Contiene el gen NEO (0.7 Kb) que confiere
resistencia a geneticina, este se encuentra
flanqueado por las regiones UTR del gen de
actina de la propia amiba. Su sitio de clonacion
multiple esta flanqueado por las regiones UTR
de la proteina ribosomal L21 (denominadas
rgp34) y ha sido utilizado con éxite para
inhibir la expresién de genes por medio de
antisentidos

Ankri y col., (1998). Mol.
Microbiol 28: 777-785.

pProExHitc

Este es un vector de expresion procarionte que
contiene la secuencia del promotor Trc y del
sitio e unidn a ribosomas (RBS). Este vector
adiciona una secuencia que codifica para 6
histidinas (6xHis) en el extremo 5" del gen que
se ha insertado en el sitio de clonacion.

ProEx'™Ht Prokaryotic Expression
System. GIBCO. Cat. No. 10711-
018
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