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Resumen

Los dcidos péptido nucleicos (PNA) son dnalogos sintéticos de oligonucledtidos de
ADN y ARN. Poseen un esqueleto pseudopéptidico formado por mondmeros de N-(2-
aminoetil)glicina al cual se unen las nucleobases, que hace que los PNAs sean aquirales, sin
carga y levemente hidrofobicos Se ha demostiado la capacidad de inhibicién de los PNAs
tanto sobre la transcripcion como sobre la traduccion, mediado ya sea por un desplazamiento
e invasidn del duplex de ADN, como por un impedimento estérico sobte. el
ensamblaje/desplazamiento de los ribosomas. En el presente trabajo se logro la inhibicién de
la expresion de genes de la via secretoria de Enfamoeba histolytica mediante PNAs. Los
- genes blanco fueton ERD2, Secél y Rab8, cuyos homdlogos en otros eucariotas son
esenciales para el funcionamiento de la via secretoria. La inhibicién se evalué mediante
western blots cuantitativos, y se analizaron fenotipos como proliferacidn, distribucion
membranal de marcadores y citotoxicidad. Este constituye el primer estudio de genética

inversa realizado sobre la via secretoria de £ histolytica




Introduccién
1-Entamoeba histolytica

1.1-Amibiasis

E histolytica es un protozoario pardsito que vive en el lumen del intestino grueso
humano Es el causante de la amibiasis, enfermedad cuyas manif’estéciones clinicas
abarcan desde la disenteria y la diarrea (cuando el parasito invade 1a mucosa intestinal),
hasta abcesos hepéticos potencialmente fatales (Sepuiveda y Martinez-Palomo, 1984;
Romero, 1993) Solo el 10% de los casos son sintométicos La distribucion del parasito
es mundial, pero su prevalencia es mayor en climas templados y en aquellos paises del
tercer mundo donde las condiciones sanitarias son inadecuadas (Martinez-Palomo y
Espinoza-Castellano, 1988). Anualmente se producen medio millén de infecciones en el
mundo y mas de 40,000 casos de muertes debidas a la amibiasis, lo cual la ubica como la
tercera causa de muerte por parasitosis, precedida por la malaria y la esquistosomiasis
(Walsh, 1986). Actualmente se cree que 50 millones de personas estan infectadas, un
milldn de las cuales se encuentra en México, donde se reportan 1000 muertes anuales

debidas a amibiasis (Caballero-Salcedo er al, 1994).

1.2-Ciclo de vida de £ histolytica

El ciclo de vida de £. histolvtica no ha sido estudiado en humanos, pero se puede inferir
por estudios realizados en monos (Dobell, 1928). Morfolégicamente se pueden distinguir
dos estados: el quiste (forma infectiva) v el trofozoito (forma invasiva), aungue se
proponen dos formas mas: el metaquiste (estadio intermedio entre quiste y trofozoito) y
el prequiste (intermedio entre trofozoito y quiste) (Fig. 1). El quiste es de forma esférica,
mide entre 8 y 20 pm, v puede poseer en su intetior de 1 a 4 nucleos (forma madura). El
quiste maduro es ingerido, pasa por el estémago vy desenquista en el intestino delgado
dando lugar a un trofozoito tetranucleado. El quiste es resistente a los jugos gastricosy a
los agentes fisicos (lo que le permite permanecer meses infectivo) debido a la gruesa (150

nm) capa de quitina que lo envuelve (Martinez-Palomo, 1993). En el intestino la amiba




realiza un ciclo de 1eplicacién nuclear y ties de division celular, dando otigen a ocho
“trofozoitos binucleados. El trofozoito es la forma dindmica y metabélicamente activa,
puede medir entre 10 v 40 um, y segln observaciones 1ealizadas en el laboratorio puede
contener de 1 a 8 nucleos. Estos llegan al colon donde se establecen, y ocasionalmente
invaden la mucosa intestinal provocando lesiones ulcetativas, alcanzando el torrente
sanguineo desde donde pueden acceder a otros drganos susceptibles de invasion (higado,
pulmoén, cerebro). Mientras permanece en el colon, el trofozoito puede seguit
dividiéndose por fisién binaria o, estimulado por factores desconocidos, enquistar.
Durante el proceso de enquistamiento el prequiste sufte dos divisiones nucleares sin
divisién celular, produciendo una célula tetranucleada y con pared quitinosa que es

excretada con las heces.
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Fig 1: Esquematizacion del ciclo de vida de E histolytica

1 3-Genoma

El genoma de E histolvtica contiene, segun diferentes calculos, de 2.2 a 3 7x10® Kb
(Bhattacharya ef al., 2000) y esta organizado en 31-35 cromosomas de entre 0.3 y 3.3 Mb
(Wilthoeft et al., 2000), aungue estos calculos aun mantienen cierta duda debido a que la

ploidia es incierta. La cromatina se organiza en particulas similares a nucleosomas



(Torres-Guerrero, 1991). El contenido global de G+C es de 22%, mientras que en
secuencias codificantes es de 33%, con una preferencia de A+T en la tercera posicién del
codén del 82% (Tannich et af , 1992). Las regiones intergénicas y las regiones 5° y 3’ no
traducidas de los ARNm son relativamente cottas (Petter er ol , 1992, Bruchhaus ef al ,
1993). La mayoria de los genes catecen de intrones v, en los que tienen, €stos son de
menos de 100 pb (Bhattachatya ef al., 2000). Se ha observado una expresién génica que
se asemeja a la transcripcién monocistronica de eucariotes recientes, asi como elementos
reguladores como las cajas TATA y un spliceosoma funcional (Mitanda ef al., 1996). En

cada célula existen aproximadamente 200 copias de ADN extracromosomal circular de

24.5 Kb, que se replica autdnomamente y que codifica para los ARN ribosomales

(Bhattacharya ef al., 1989, Hubber et al.,1989).

Fig 2: Trofozoitos de Entamoeba histolytica. A la izquietda un campo de trofozoitos en cultive
vistos por contraste de fases. Notese la heterogeneidad en cuanto a tamafio, forma y cantidad de niicleos. A
la detecha se observa una imagen por mictoscopia electrénica, donde se aprecia la gran cantidad de

vesiculas citoplasmdticas.

1.4-Organizacion bioquimica y celular

Entamoeba histolytica es un eucariota unicelular estructuralmente simple. Su citoplasma
contiene nucleos v numerosas vesiculas, sin ningin otro organelo morfolégicamente
reconocible (Fig 2). El uofozoito es una célula dindmica, que realiza continuos

“movimientos citoplasmaticos y de membiana, con formacion de senddpodos, moide ¥
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filopodia También es endociticamente activo, existiendo evidencia de fagocitosis y
pinocitosis. Su reproduccién es asexual, por fisién binaria. No se han observado
ribosomas libres o unidos a membrana, sino en arreglos helicoidales asociados a
vesiculas (Martinez-Palomo, 1993). Metabdlicamente, E histolytica es un
microaerofilico/anaerobio que obtiene energia a partir de glucosa, y en menor medida de
galactosa. Catece de citoctomo, ciclo del acido tricarboxilico, via biosintética del
glutation y regulacién alostérica de la glucélisis. La glucosa se almacena en forma de
glucogeno, y algunas enzimas glucoliticas pueden usar pirofosfato como fuente de

energia (Saavedra-Lira ef al , 1996).

1 5- Entamoeba histolytica como eucariota singular

E histolytica es un organismo eucariota poco convencional Su citoplasma carece de la
mayoria de las estructuras que se encuentran en eucariotas tipicos: citoesqueleto
estructurado, mitocondria, peroxisomas y sistemas membranosos como el RE y AG
(aunque existen pequefias estructuras que podrian corresponder a AG (Chavez-Munguia
et al, 2000). Esto unido a estudios ultraestructurales que no detectaron ribosomas
asociados a membranas, hace que Enfamoeba histolytica carezea aparentemente de las
estructuras tipicas de sintesis, trafico y exportacion de proteinas de las células eucariotas
convencionales. Estas ausencias, junto con las particularidades metabdlicas citadas
anteriormente, hacen que la amiba sea considerada como una divergencia temprana de la
rama de los eucariotas, previa al evento de adquisicidn de la mitocondria. Sin embargo,
arboles filogenéticos realizados en base a secuencias de ARN ribosomal situan a £,
histolytica en una ramificacién mas reciente (Cavalier-Smith, 1993). También han sido
identificadas proteinas amibianas homodlogas a proteinas que en otras células eucariotas
se encuentran en la mitocondria, lo que ha llevado a formular la hipotesis de la pérdida
~ secundaria de la mitocondria como producto de la adaptacion al parasitismo entérico y la

anaerobiosis (Clark, 1995).

1.6-Mecanismos de patogenicidad
El trofozoito de E histolytica puede vivir como comensal en el colon humano

produciendo una infeccién asintomdtica, que por factores ain poco conocidos pueden



desencadenar la infeccién patogénica y el proceso de invasion del epitelio, causando
ulceras, disenteria y eventualmente amibiasis extraintestinal (Gilchrist, 1999). En la
invasién del trofozoito a la mucosa se pueden distinguir varias etapas: adhesion a la
mucosa intestinal, muerte celular por contacto, disrupcién de la pared intestinal y
tranisporte a través del torrente sanguineo (Das ef g/, 1999) Varias proteinas amibianas
estdn implicadas en la patogénesis (denominadas factores de virulencia), incluyendo
proteinas formadoras de poro, de adherencia a la superficie celular y proteinas con
actividad enzimatica (Gilchrist y Petri, 1999) A continuacién se detallan algunos factores

de virulencia identificados en £ histolvtica.

Factores de adherencia: la adhesion del trofozoito a la célula blanco es necesaria para que
comience el proceso litico Esta depende principalmente de la lectina Gal/NAc, que es
una glicoproteina de superficie con afinidad por la galactosa y la N-acetilgalactosamina
(Chadeé, 1987). La lectina Gal/NAc consiste en una cadena pesada de 170 kDa unida
mediante puentes disulfuro con una cadena ligera de 35 kDa (Petti ef @/ 1989) Otras
moléculas involucradas en adherencia son la adhesina EhADH112 (Garcia-Rivera, 1999),
la lectina de 220 kDa (Rosales-Encina ef al., 1989) y el fosfolipoglicano de supetficie
(Stanley ef al , 1992)

Péptidos formadores de poro: El amibaporo es una proteina formadora de poro que se
secreta e inserta inespecificamente en membranas celulares formando canales idnicos al
oligomerizar Es el principal candidéto a responsable del efecto citolitico (Leippe ef al ,
1991 y 1995) La inhibicidén de su expresion en 60% lleva a una caida casi total de la
citotoxicidad del trofozoito (Bracha et al , 1999)

Enzimas: Se han identificado varias enzimas involucradas en eventos liticos como la
colagenasa (Mufioz er al, 1984), fosfolipasa A (Ravdin er al., 1985) y proteasas de
cisteinas (CP). Estas son un grupo de proteinas que degradan la matriz extracelular y
median la destruccidn de tejidos (Perez-Monfort et al , 1987) CPS5 es la més abundante
de las proteasas de cisteinas. (Jacobs er al,,1998). Se encuentra asociada a membrana y
constituye el 40% de las CP de amiba, siendo la unica de las CP ausente en la amiba no

patogénica E. dispar (Bruchhaus ef al.,1996).



1.7-Estudios con ARN antisentido en E hisiobﬁica

Regular o eliminar la expresién de productos génicos ha sido fundamental para
comprender el papel funcional que juegan en la célula. En E. histolytica no es posible
aplicar muchas de las técnicas genéticas estandar, ya que no posee un ciclo sexual
conocido y su genoma es de ploidia compleja AlGn no se han desarrollado métodos de
recombinacién homoéloga para amibas, .por lo que las Ginicas formas de estudiar funciones
génicas son la expresion de genes mutantes y la inactivacion de genes por ARN
antisentido (Petri er a/, 1999). La transfeccién estable de amibas con plasmidos
codificantes para ARN antisentido ha sido usada como una herramienta eficiente para la
inhibicién de la expresion de genes de interés. El desarrollo de técnicas de transfeccion
estable, v la posibilidad de controlar ia transcripeidn por medio del promotor del gen de
la proteina ribosomal RP-L21, hicieron posible el uso de esta técnica en amibas (Alon et
al., 1997). Los ensayos realizados hasta ahora en £ histolytica han sido dirigidos a
factores de virulencia Con la proteasa de cisteina 5 (CP5) se logré una caida de la
actividad asociada del 90% (Ankri ef af , 1998); en el caso del amibaporo y de la lectina
Gal/NAc la inhibicion de la expresion fue del 60% (Bracha et al, 1999) (Ankrni et al ,
1999). Debido al éxito parcial de esta técnica, se ha intentado encontratr otras
aproximaciones al problema de la inhibicién de la expresidn génica en E. histolytica
Entre las aproximaciones que aun no se han intentado se encuentra la interferencia por
ARN doble cadena (RNAIi), que ha obtenido buenos resultados en otros eucariotes. En el

presente trabajo se procurd inhibir la expresion génica utilizando andlogos de ADN.



2-Secrecion: Generalidades

En procariotas y eucariotas existe la necesidad de situar las proteinas sintetizadas en el
sitio indicado para que ejerzan su funcion Para esto la célula ha desarrollado procesos
especializados encargados de mantener la localizacién subcelular adecuada de cada
proteina. En procariotas, especificamente en E coli, las proteinas se sintetizan en el
citosol y pueden permanecer en él o, mediante sefiales peptidicas adecuadas, ser
insertadas o traslocadas a través de la membrana plasmética (Rothblatt et a/., 1994). En el
caso de los eucariotas, [a mayor complejidad es contrarrestada por Ia
compartimentalizacién. En las células eucariotas, una membrana con permeabilidad
selectiva organiza y separa Jas reacciones bioquimicas de un organelo, generando
compartimientos morfoldgicamente distintos y funcionalmente especializados. Las
membranas de los organelos, ademas de contener transportadores responsables de la
importacién y exportacién de metabolitos, poseen los mecanismos para importar e
incorporar las proteinas que hacen unico a cada compartimiento (Mellman y Warren,
2000). Para el mantenimiento de las funciones y estructuras celulares, las proteinas y
lipidos deben ser transportados a su destino final por medio del sistema
endomembranoso. Dos modelos existen actualmente para explicar este transporte, el de
transporte vesicular y el de maduracion de cisternas. El modelo de transporte vesicular
propone que el transporte de material entie compartimientos es mediante vesiculas,
direccionado desde el compartimiento de partida hacia el receptor (Palade, 1975) (Fig 3).
Esta direccionalidad viene dada por la diferente composicion bioquimica de las
membranas de dichos compartimientos y por una serie de proteinas “etiqueta” presentes
en la membrana vesicular. Estas incluyen las proteinas SNARE y Rab (GTPasas de bajo
peso molecular)(Soogard et al , 1994) El modelo de maduracién de cisternas propone
que las proteinas son transportadas en el lumen del compartimiento y es éste el que
madura secuencialmente, hasta alcanzar su destino final (Mironov ef al, 1997). En la
seccion siguiente se revisara la via secretoria segin el modelo de transporte vesiculat, el

més aceptado hasta el momento.



Fig. 3: Esquematizacién de una via secreforia eucariota tipica. Se encuentran sefialadas las ubicaciones de

las proteinas mencionadas en esta tesis.

2.1-La via sectetoria en eucariotas

Al ensamblarse el ribosoma sobre el ARNm en el citoplasma y comenzar la traduccion, el
péptido naciente puede seguir dos diferentes caminos. O bien continta sintetizandose en
el citosol, o bien ese péptido posee ciertas caracteristicas (hidrofobicidad, estructura
terciaria, carga, etc.) que lo hacen un blanco teconocible por la particula de
reconocimiento de la sefial (SRP). La SRP es un complejo ribonucleoproteico que al
reconocer el péptido emergente del ribosoma, detiene la traduccién y transporta el
complejo ribosoma-polipéptido-ARN hacia la membrana del RE. En esta membrana se
encuentra el receptor para la SRP, que al interaccionar con su blanco disocia a la SRP del
complejo y posiciona el péptido naciente sobre el canal de traslocacion, para que se
reinicie la traduccién. El canal de traslocacién es un complejo de proteinas
transmembranales que provee un ambiente acuoso para que el péptido atraviese la
membrana La maquinaria de traslocacidn esta compuesta por varias proteinas, entre las
cuales se destacan el receptor de SRP, las proteinas TRAM, y las componentes del

complejo Sec61: Sec6la, By v. Las proteinas de membrana son insertadas en ésta por la
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misma maquinaria de traslocacién por un mecanismo poco conocido (Johnson y van
Waes, 1999) Si la proteina es soluble, mientias es traslocada al! lumen del RE es
modificada por varias proteinas residentes. Una peptidasa elimina el péptido sefial,
chaperonas favorecen ¢l plegamiento cortecto, se forman puentes disulfuro con la
asistencia de disulfuro isomerasas y ¢l complejo oligosacaril transferasa glicosila los
residuos adecuados Si la proteina no posee sefiales de residencia en el RE, continua su
camino hacia el complejo de Golgi en vesiculas cubiertas por el complejo COPII
(Mellman vy Warren, 2000). Al fusionarse las vesiculas ptrovenientes del RE con la
membrana del ¢is-Golgi y liberar su contenido en el lumen de éste, las modificaciones a
las proteinas continuan. En su paso por ¢l complejo de Golgi, las proteinas pueden suftrir
O-glicosilacion v rearreglo de azucares, sulfatacion, fosforilacién y degradacién. Las
proteinas tesidentes del lumen del RE. que poseen el tetrapéptido seifial KDEL, al llegar al
cis-Golgi son reconocidas por el receptor ERD2, seleccionadas, concentradas y
empaquetadas en vesiculas cubiertas por el complejo COPI. Estas vesiculas son
conducidas por transporte retrégrado de regreso al RE (Pelham, 1996). Las proteinas
secretorias y de membrana destinadas a salir del Golgi son seleccionadas y concentradas
en las cisternas del trans-Golgi Alli son empaquetadas en vesiculas cubiertas de clatrina
y transportadas a la via endosomal o a la membrana plasmética El direccionamiento
correcto de estas vesiculas a su destino final, esta asociado a Ja presencia de proteinas
SNARE en la superficie de la vesicula (v-SNARE) y en la membrana del organelo blanco
(t--SNARE). Estas proteinas son receptores de factores solubles citosolicos necesarios
pata el anclado y fusion de la vesicula en la membrana blanco, de los cuales el mas

catacterizado es la familia de proteinas Rab

2.2-Via Secretoria de E. histolytica

A lo largo de la segunda mitad del siglo pasado se completé un exhaustivo estudio
ultraestructural de £ histolytica, que no arroj6 evidencia de que existan en el trofozoito
citoesqueleto estructurado, RE o complejo de Golgi. El citoplasma estd abundantemente
poblado de vesiculas y vacuolas sin una diferenciacion funcional aparente. Sin embargo,
existen evidencias de que las funciones de la via secretoria son realizadas en el trofozoito.

E histolytica secreta activamente proteinas (por ejemplo factores de virulencia) y



proteinas de membrana plasmatica son selectivamente dirigidas hacia su destino (por
ejemplo la lectina Gal/Nac). Dicha lectina ademds presenta el corte proteolitico de su
péptido sefial, como sucederia en la traslocacién al RE en eucariotas tipicos Existe
evidencia de que E hisfolytica también realiza O- y N-glicosilacién (Sanchez-Lopez et
al., 2000). Tomando en cuenta esta evidencia se ha procurado hallar proteinas homélogas
a las que participan en la via sectetoria en otros organismos. En nuestio laboratorio se
han descrito varios genes de £ histolytica involucrados en secrecion: Stp54, que codifica
en células eucariotas para una proteina del complejo SRP, encargado de la conduccion de
las proteinas nacientes hacia y a través de la membiana del RE (Ramos et af , 1997);
STT3, codificante en células eucariotas para una de las subunidades del complejo
oligosacaril transferasa presente en RE v responsable de la primera etapa del proceso de
glicosilacidn de proteinas (Gutiériez et al , 2000); PDI, que codifica en eucariotas para
una protein-disulfuro isomerasa, una enzima de lumen de RE que cataliza la formacién
de puentes disulfuro en proteinas que circulan por este compartimiento celular (Ramos y
Alagdn, 2000); Sec6la, que en eucariotas codifica para una proteina integrante del
componente central del complejo del canal de traslocacion, encargado de ilanspoxtal el
péptido naciente a través de la membrana del RE (S&nchez-Lopez ef al , 2000); E1d2, que
codifica en eucariotas para el receptor de secuencias KDEL. Esta secuencia determina la
localizacion de proteinas en el lumen del RE. Las proteinas que poseen esa sefial son
reconocidas por Erd2 en el cis-Golgl, y el complejo viaja de regreso al RE por intermedio
de vesiculas, que al fusionarse con la membrana del RE liberan su contenido en él
(Sanchez-L.opez ef al , 1998); Rab§, codificante en mamiferos para una proteina de unién
al GTP, involucrada en trafico vesicular del trans-Golgi hacia la membrana basolateral
(Fudrez et al., 2000). A partir de estos datos se vislumbra la presencia de una via
sectetoria activa en E histolytica, aunque aun no se observado su correlato estructural.
Sin embargo la inferencia de homologias funcionales a partir de homologias de secuencia
de proteinas debe corroborarse con una car acterizacién funcional que actualmente se esta

llevando a cabo
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3-PNAs

La estrategia antisentido paia el blogueo de la expresion génica se basa en la interaccion
por apareamiento de bases de un oligonucleétido (o un andlogo) de secuencia
complementaria con el ARNm blanco En sistemas libres de células, oligonucledtidos de
ARN y ADN pueden ejercer efecto antisentido (Uhlmann y Peyman, 1990). Sin embargo,
los oligonucledtidos de ARN y ADN antisentido se degradan rdpidamente in vivo e in
vitro, 1o que ha llevado al desarrollo de estrategias para aumentar la estabilidad y
biodisponibilidad de éstos. Una de las aproximaciones fue el disefio de analogos de
acidos nucleicos bioldgicamente estables (resistentes a nucleasas) que mantuvieran las
caracteristicas de hibridacién a ARN del ADN natural y que pudieran internalizarse

eficientemente en células -

3 1-Analogos de ADN

Las modificaciones generadas en los analogos de ADN tuvieron hasta ahora dos blancos
claves: el aztcar (ribosa) o el enlace fosfodiéster Entre los andlogos con modificaciones
en el grupo fosfato se incluyven: fosfarimidatos, fosforoditicatos, fosforotriéteres,
boranofosfatos vy los mas estudiados hasta la fecha que son los metilfosfonatos y
fosforotioatos Aunque algunos de estos compuestos conservan las propiedades de
hibridacion con ADN, la formacién de hibridos y el apareamiento de bases estan
alterados. También se ha propuesto sustituir el esqueleto de ribosas por otros compuestos
como hexosas y derivados morfolinicos, seguidos por una larga lista que incluye alcanos,
éteres, tioéteres, aminas, cetonas, formacetales, tioformacetales, amidas, carbamatos,
ureas, hidroxilaminas, sulfamatos, sulfamidas, sulfonas, glicinamidas y otros. Sélo unos
pocos lograron imitar satisfactoriamente la geometria del enlace fosfodiéster (Nielsen,

1995).
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3 2-Propiedades quimicas del PNA

Teniendo en cuenta algunas reglas empiricas obtenidas a partir de la investigacién con los
andlogos antes descritos, y la modefacién por computadora de un esqueleto con la
geometria adecuada, se propuso en 1991 la sintesis del acido péptido nueleico o PNA
(Nielsen er al., 1991) Para el disefio se considerd que la distancia optima entre base y
base debia ser la misma que en el DNA (6 enlaces) y que el numero de enlaces éptimo
entre la base y el esqueleto debia ser 2 0 3. Los resultados mostraron que el esqueleto de
N-(2-aminoetil)glicina unido a la base por un grupo metilenocarbonilico podia ser el
adecuado (Fig 4). Ademas de ser homomorfo con el esqueleto de ADN vy tener gran
flexibilidad conformacional, este esqueleto permitia aprovechar la versatilidad de la
sintesis de pép_tidos (Hyrup y Nielsen, 1996). Dicho esqueleto pseudopéptidico es
aciclico, aquiral, sin carga y levemente hidiofébico. La neutralidad de su esqueleto le
confiere al PNA la propiedad de unirse a ADN complementario con mayor afinidad (50-
100 veces) que el duplex ADN-ADN a fuerza idnica media y baja Para un decdmero, por
ejemplo, la Tm del hibrido PNA-PNA es de 67°C, la del hibrido PNA-ADN es de 51°C y
la del duplex ADN-ADN es de 33.5°C, lo que da un incremento medio por par de bases
de 1-1.5°C de la Tm del diplex PNA-PNA con respecto al ADN-ADN (Wittun ef af ,
1994) Ademas el PNA presenta una mayor especificidad de secuencia que el ADN, dado

que una base desapareada en un hibrido PNA-ADN produce un descenso en la estabilidad
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térmica mayor que en el caso de un diplex ADN-ADN En la interaccion con ARN, se ha
determinado que el hibrido PNA-ARN adopta la estructura de doble hélice dextidgira,
con apareamiento de béses tipo Watson y Crick, muy similar a la forma A de los duplex
ARN-ARN (Brown ef al, 1994) En el presente, la sintesis quimica de PNA se lleva
acabo por medio de métodos analogos a aquellos utilizados en la sintesis de péptidos,

encontrandose en el mercado mondmeros para sintesis quimica via t-Boc y F-moc.

o

e

Bloqueo
ADN Proteina

Fig 5: Esquematizacién del bloqueo producido por los oligonucledtidos o analogos antisentido

3.3-Aplicaciones bioldgicas de los PNAs

La alta afinidad, especiﬁcidad y estabilidad i» vivo de los PNA, han despertado un gran
interés en su posible utilizacién como agentes antisentido (Fig. 5). Ademas los PNAs no
presentan unién a proteinas séricas o debris celular, una ventaja sobre otros candidatos a
agentes antisentido. Otra ventaja que presentan fos PNA sobre sus analogos naturales es
que éstos, al ser utilizados en sistemas celulares, no son reconocidos por nucleasas ni
proteasas, lo que aumenta considerablemente su tiempo de vida media y su
biodisponibilidad.

En varios estudios realizados in vitro en sistemas libres de células, se ha demostrado la
capacidad de inhibicidon de PNA sobre la traduccion por un impedimento estérico sobre el
desplazamiento de los ribosomas, debido a la formacién del duplex en la regidn de
iniciacion de la traduccion (AUG), asi como la inhibicién de la transcripcién mediada por
un desplazamiento e invasion del diplex de ADN formando complejos de triple cadena
altamente estables capaces de detener el desplazamiento de la RNA polimerasa (Knudsen
y Nielsen, 1996). Al ser introducidos en células por medio de microinyeccidon o por
permeabilidad membranal, inhiben efectiva y selectivamente la transcripeion del ADN o

la traduccién de mRNA complementarios. Cuando se han utilizado cepas de E coli
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permeables, se ha observado que concentraciones micromolares de PNA son suficientes
para provocar un efecto especifico antisentido (Good y Nielsen, 1998a y 1998b).
También se ha observado que PNAs unidos a secuencias de Jocalizacidén nuciear (NLS),
son capaces de penetrar al nucleo de células tumorales de mamifero en cultivo e inhibir

especificamente la transcripeion del gen c-myc (Cutrona, 2000).
4-Antecedentes y justificacion del proyecto

Tomando el gen SRP54 como modelo se han realizado estudios de permeabilidad de £
histolytica a oligdbmeros de PNA. En el laboratorio se ha observado que las ¢élulas de E
histolytica son permeables a oligdmeros de PNAs no modificados de longitudes de entre
13 y 20 1esiduos. Asf también se logrd una disminucién de la expresion del gene SRP54
(aproximadamente 50%, medido por Western blot cuantitativo) cuando se utilizé un
20mero dirigido contra los primeros 20 nucledtidos codificantes del mRNA. Esta
disminucion de la expresion del gene SRP54 es especifica y se ha asociado a un
dectemento en la proliferacion de trofozoitos de E histolytica cultivados axénicamente
(Olvera A, Tesis de Maestiia, 1999) Un trabajo similar se ha realizado en el laboratorio
al inhibir especificamente la enzima neomicin-fésforotransferasa (NPT) en amibas
transfectadas con un plasmido que contiene el gen NPT. La inhibicion en la proliferacion
de trofozoitos cultivados en presencia de neomicina y la inhibicién de la actividad de la
enzima fueron de alrededor del 70% (Stock ef al., 2001).

Actualmente existe una gran cantidad de técnicas de rutina para anélisis genético de
organismos modelo. No es el caso de otros organismos mas complejos y menos
caracterizados como E. histolytica, donde la utilizacion de PNA abte nuevos caminos al
permitir bloguear la traduccién de proteinas especificas y asi plantear el analisis de su
funcién. De los aspectos menos conocidos de este pardsito es la biologia molecular y
celular de la via secretoria, que tiene participacion activa en su virulencia. E. Aistolytica
no presenta las estructuras tipicas de secrecion eucariota, pero al presentar genes
homélogos a los relacionados con esta funcidn en eucariotas, sugiere la posible presencia

de estructuras motfoldgicamente alternativas capaces de transportar y secretar proteinas.
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En este trabajo se plantea la inhibicion antisentido de genes cuyos productos estan
ubicados, por analogia con otros eucariotas, en diferentes etapas de la via sectetoria. El
primero de los genes blanco corresponde a la subunidad o de Sec6l, el principal
componente del canal de traslocacidén de péptidos nacientes al RE. En levadura se
encuentra en la membrana del RE y mutantes termosensibles muestran una acumulacidn
de precursores proteicos en el citoplasma, mientras que la ausencia del gen es letal
(Stirling et al , 1992). El segundo gen blanco codifica para ERD2, receptor d¢ membrana
que acumula proteinas residentes del RE en el aparato de Golgi para su posterior
trtansporte retrdgrado. En levadura se localiza en el aparato de Golgi, y si su expresion se
reduce se secretan proteinas residentes del RE, mienttas que su delecidn produce
acumulacién de membranas vy defectos en el transporte de proteinas a través del complejo
de Golgi (Semenza et al, 1990) El tercer gen blanco es Rab§, una GTPasa asociada a
vesiculas post-Golgi. En levadura esta localizada en el citoplasma, cerca de la membrana
plasmatica. Mutantes condicionales muesttan un bloqueo en el transporte post-Golgi a la
membrana plasmatica, con acumulacion de vesiculas con proteinas de superficie
procesadas (Novick er al, 1992) La evaluacién de los fenotipos obtenidos por la
inhibicion de genes en las diferentes etapas de la via secretoria puede esclarecer algunos
aspectos de la patogenicidad del pardsito La patogenicidad de E histolytica estd
determinada por sus factores de virulencia, en sus variantes de factores de adherencia,
formacién de poro y actividad proteolitica, y la llegada de estos factores a su lugar de
accién (la superficie celulai), por analogia con otros organismos, parece estar
estrechamente ligada con una via secretoria activa Para evaluar el posible efecto de un
bloqueo de la via secretoria en la amiba, se plantea obtener anticuerpos contra el
amibaporo A y la proteasa de cisteinas 5 (CP35), lo que permitird medir el nivel de
proteina y su distribucién subcelular. Para estos mismos fines se cuenta con anticuerpos

monoclonales contra la lectina Gal/Nac (L.eroy, 1995).
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Objetivos

1-Objetivo general.
Realizar estudios de genética inversa sobre genes que controlan el tréfico de proteinas en
E histolytica wtilizando dcidos péptido nucleicos especificos antisentido para inhibir la

expresion de los genes de la via secretoria (ERD2, Rab8, Sec61)

2-Objetivos particulares

-Clonar y exptesar los genes de CP5 y amibaporo para la obtencion de
anticuerpos.

-Llevar a cabo la sintesis quimica y caracterizacion de PNAs que correspondan a
las secuencias de bases blanco para el bloqueo antisentido de los genes ERD2, Rab8 y
Sec6l de £ histolyvtica

-Evaluar la especificidad y el efecto inhibitorio de los PNAs antisentido para los
genes ERD2, Rab8 y Sec61 mediante ensayos de Western blot cuantitativo

- Los fenotipos ocasionados por [a inhibicidon de la expresién de estos genes
mediante PNAs seran evaluados en términos de:

1-Efectos sobre la viabilidad/proliferacion de ttofozoitos

2-Potencial citolitico de trofozoitos in vitro.

3-Visualizaciéon de la localizacidon subcelular de los factores de virulencia

amibaporo, CP35 y lectina Gal/NAc.
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Materiales y Métodos
1-Materiales

I.1-Tampones y soluciones

-TBST: T1is HCI 10 mM pH 7, NaCl 150 mM, Tween 20 0 05%

-PBS: NaCl 130 mM, Na;HPO, 70 mM, NaH,PO; 3 mM, pH 7

-TAE: TrisHCI 40 mM pH 7, Acido Acético 30 mM, EDTA 1 mM

-TANK: Tris 25 mM, glicina 19 mM, SDS 0 1%, pH 8.6

-Solucidn Stock de acrilamida: Acrilamida 30%, bis-acrilamida 0 8%

-Tampon Separador para SDS-PAGE: Tris 1.5 M, SDS 0 4%, pH 8.8

-Tampdn Concentrador para SDS-PAGE: Tris 0.5 M, SDS 0 4%, pH 6.8

-Tampodn de Carga para SDS-PAGE: glicerol 10%, SDS 2 5%, Tris 50 mM pH 6 8, 3-ME
5%, azul de bromofenol 0.002%

-Tampén de transferencia de proteinas semi-seca: Glicina 39 mM, Tris-Base 48 mM,

SDS 0.04%, MeOH 20%, pH 7

1.2-PNAs

PNAs especificos sintetizados.

Para ensayos de inhibicidn del gen ERD2:

Erd2 Antisentido 17-met CONH, - TAC CAC AAA TTA GAA AA -NH;
Erd2 Scrambled ‘CONH; - CAATAC ATA AGA TAA CA -NH;

Para ensayos de inhibicién del gen Rab8:
Rab8 Antisentido 17-mer CONH, - T TACAGCCICTICCIAA-NH,
Rab8 Scrambled CONH: - A TCC TGA CCCATC TAT T -NH;

Rabg-UTR Antisentido CONH, - TTT TTT TIG I1T ACA GC - NH;
Rab8-UTR Scrambled CONH; - TTATIGTICITATTG TIC - NH;
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Para ensayos de inhibicién del gen Sec61:
Sec61 Antisentido 17-mer  CONH, - TAC CCT CAC AAA AAG TT - NH;
Sec61 Scrambled CONH, - CCATTC ACA CAG ATA TA-NH»

Los PNAs se muestran segin la orientacion de la sintesis. L.a hibridacién con la secuencia
blanco se da en forma antiparalela, de manera que el extremo carboxilo del PNA
corresponderia con su extremo 3’ y el amino con el 5°. La composicién de bases de los
PNAs scrambled es la misma que la del comrespondiente antisentido Los PNAs fueron
disefiados para que su extremo carboxilo hibride con el sitio de inicio de la traduccién de

los ARNm blanco.

1.3-Péptidos

I os péptidos sintetizados fueron;

p-Ap: NH-CTLENLLTITKGADKVKDYISS-COOH
p-CP5: NH;-CETCTYDKKKVAV-COOH

Las sintesis se llevaron a cabo por quimica t-Boc.

1 4-Oligonucleotidos

Disefiados a partit de la secuencia del amibaporo:

5%-poro5’-CCC GGATCC AAA GCC ATCGICTTIT GT-3

3'-Poro3’-CCC AAGCTT TTA GCA AGC ATG AAT CTT-5

Disefiados a partir de la secuencia de CP5:

5'-CP5 5°-CCC GGATCC TTCACT GTIT CTG TTA TTA-3

3'-CP5 3°-CCC AAGCTT TTA AGC ATC AGC AACC-5°

Los oligonucledtidos fueron disefiados a partir de las secuencias publicadas de los
1espectivos genes, inttoduciéndose para facilitar el clonado sitios de restriccién: BamHI

en los extremos 5° y Hindlll en los 3°.
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1 5-Células
1.5.1-Amibas: Se utilizaron trofozoitos de la cepa HK9 y HML:IMSS de Entamoeba

histolytica cultivados en condiciones axénicas (Diamond et al, 1978)
1.5.2-Bacterias: Se utilizd la cepa XL1Blue de Escherichia coli

1.5.3-Mamifero: Se utilizé la linea celular Hela, proveniente de cancer cervical humano.

1.6-Medios de cultivo

1.6.1-Para bacterias: Medio LB (L uria-Bertani)

NaCl 1%
Bactotriptona 1%
Extracto de levadura 0.5%

Bacto-Agar (para medios soiidos)  1.5%
1 6 2-Para amibas: Medio BI-8-33 (Diamond er a/, 1978)

Peptona de biotriptasa 3.65%
Dextrosa 121%
NaCl 124%
KH,PO, 007%
K>2HPO, 0 12%
L-cisteina hidroclorada 012%
Acido ascorbico 002%
Citrato de amonio férrico 0.006%

Luego de la esterilizacion se agrega:
Suero de ternera fetal (inactivado)  15%

Vitaminas-Tween §0 3%

1 7-Vectores
pBSSK (pBluescript SK(-), Stiatagene) Plasmido de 2958 pb, utilizado para las
clonaciones de productos de PCR

pQE30 (QIAGEN) Plasmido de 3 5 kb utilizado para expresion heterdloga en £ coli.
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pGEX (Smith y Johnson, 1988). Plasmido de 4 9 kb utilizado pat a exptesion heterdloga

en E coli.

1.8-Marcadores de peso molecular

Para electroforesis de ADN:

AHindIil {Boehringer-Manheim). Fragmentos en pb; 23130, 9416, 6557, 4361, 2332,
2027, 564.

Para electroforesis de proteinas:

Matcadores sin tincidén (para analisis de perfiles electroforéticos). Proteinas (KDa):
miosina (212), MBP--galactosidasa (158.2), B-galactosidasa (116 4), fosforilasa B
(97.4), BSA (66.4), glutamato deshidrogenasa (55.6), MBP2 (42.7), lactato
deshidrogenasa M (36.5), triosafosfato isomerasa (26 6), inhibidor de tripsina (20},
lisozima (14 3), aprotinina (6 5), cadena B de la insulina A (3).

Marcadotes preteiidos (para Western blot). Proteinas (KDa): MBP-f-galactosidasa
(175), MBP-paramiosina (83), glutamato deshidiogenasa (62), aldolasa (47 3),

triosafosfato isomerasa (32 5), B-lactoglobulina A (25), lisozima (16.5), aptotinina (6.5).

1.9-Cémputo

Se utilizaron las vetsiones para Macintosh de los siguientes programas:
Excel (Microsoft) _

Kaleida Graph 3 0.1 (Abelbeck Sofware)

NIH Image 1 62

Gene Construction Kit (Trinity Software)

Photoshop 2.5 (Adobe )

1.10-Instrumentos
Campana de flujo laminar Veco, serie FL-1796.
Incubadora para cultivos celulares Controlled Environment NAPCO, modelo 6200.

Sistema anaerdbico Forma Scientific Inc , modelo 1025.
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Microscopio invertido BIOSTAR Ametican Optical, serie 1820.
Microscopio confocal BIO-RAD, modelo MRC-600 con laser Kr/Ar.
.Cytofluor 2300 Millipore.

2-Métodos

2 1-Sintesis de PNA vy péptidos

La sintesis se realizd en fase sdlida por quimica tBoc segun pxotocdlo publicado
previamente (Hyrup et al, 1996). La resina utilizada fue MBHA, que posee grupos 4-
metil benzidrilamina Los acoplamientos se tealizaron durante 40 min a 40°C en N-metil
pirrolidona (NMP) y se efectuaron con 5 equivalentes de mondmero por cada equivalente
de laresinay 4 5 eq. de HATU, 7.5 eq. de sim-collidina y 5 eq. de DIPEA Los lavados
se realizaron con NMP. Las desprotecciones se realizaron por 3 min a TA, con una
mezcla de dcido trifluoroacético (TFA)-mCresol 95:5 respectivamente. La acetilacién se
realizé por 5 min a 40°C en una mezcla de anhidrida acética-sCollidina-dimetilformamida
(DMF) 5:6:89 respectivamente Se inactivd la acetilacion tratando por 2 min a TA con
una mezcla de DMF-piperidina 95:5 respectivamente. La neutralizacidon se efectud con
una mezcla de DMF-piridina 95:5 respectivamente. Luego de completados los ciclos se
separd el producto de la resina tratando 2 h a TA con una mezcla de TFA:acido
trifluorometanosulfonico:m-cresol 8:2:1 respectivamente. El producto se precipitd en éter

fifo v luego éste fue evaporado.

2.2-Purificacion y caracterizacion de PNA

La purificacion y caracterizacion de los PNAs fue mediante cromatografia liquida de alta
presién (HPLC), utilizando columnas de Fase Reversa Cis, acoplada a espectroscopia de
masas, lo que da una exactitud en la determinacién de la masa de + una uma (Scarfi et al.,

1997) Los PNAs utilizados tuvieron una pureza minima de 90%.

2.3-Cultivo de células

Trofozoitos: Se cultivaton en medio BI-S-33 a 37°,

21



E coli: Los cultivos se realizaron a 37° con agitacidon en medio LB y 20 pg/ml de
carbenicilina, y 80 pg/m! de meticilina. Los cultivos se cuantificaron midiendo
DOg¢go.

HelLa: Esta linea celular fue mantenida en medio DMEM suplementado con SBE

al 10%, en estufa de cultivo a 37°y 5% de CO,

2 4-Obtencidn de células competentes

Se prepararon células de £ coli de la cepa XL1 para transformacién por el método del

CaCl, (Morrison, 1979)

2 5-Reacciones de PCR

Las reacciones de PCR fueron lievadas a cabo en las mismas condiciones para CP5 y el
amibaporo. La mezcla de reaccién tuvo una concentracién de 250 uM de
desoxinucledtidos, 20 pmoles de cada oligonucledtido cebador, 1 U de Taq polimerasa,
70 ng de ADN gendmico de amiba y tampén de reaccién. Se llevaron a cabo en un
volumen final de 50 pl. Las condiciones de reaccion fueron: desnaturalizacién 1 min a
94°, hibridacion 1 min a 44° y extensién 2 min a 72° Se realizaron 35 ciclos en estas

condiciones.

2 6-Clonacion

Los fragmentos de ADN producto de la 1eaccién de PCR fueron purificados de gel de
agarosa, reparados y fosforilados previo a la reaccidon de ligaciéon con el pBSSK El
pBSSK para ligacién fue digerido con la enzima Sma I y defosforilado con fosfatasa

alcalina.

2 7-Transformacion
Se realizé segun el método del choque téimico (Hanahan, 1983). Se incuban 100 pl de
células competentes con 10 pl de reaccion de ligacién (20 ng de ADN) y se incuba en

hielo durante 30 min. La mezcla se somete a un choque térmico de 90 seg a 37° y se pasa
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a hielo 5 min. Luego se recuperan las células en medio SOC durante una hoia y se

siembran en LB-agar con el antibidtico adecuado

2 8-Extraccion de ADN plasmidico
La extraccién de plasmidos de E. coli se 1ealiz6 por el método de la lisis alcalina, usando

el Quantum Prep Plasmid Miniprep Kit (BIO-RAD), segin el protocolo del fabricante

2 9-Secuenciacion

La secuenciacidén de los fragmentos de ADN se llevé a cabo en el Sevicio de
Secuenciacién Fluorescente Automatizada del IBT, por el método de Taq FS Dye
Terminator Cycle Sequencing (Fluorescence-Based Sequencing), v el equipo utilizado

fue un secuenciador modelo 377-18 marca Perkin Elmer/Applied Biosystems.

2.10-Cuantificacion

De ADN: Se midio6 espectrofotométricamente la DO a 260 nm vy se realizaron los célculos
teniendo en cuenta que 1 DOjyg equivale a 50 ug/ml de ADN Para aplicaciones menos
sensibles se compar6 la banda en geles de agarosa con marcadores de peso molecular en
cantidades conocidas

De proteinas: En aplicaciones que exi'gieran menor exactitud en las medidas se midié
espectrofotométricamente la DOago v se caleuld la concentracién asumiendo que 1 DOpg
equivale a 1 mg/ml de proteina (en el caso de anticuerpos 1 4 DOagy cortesponde a 1
mg/ml) Para cuantificacion de proteina total en lisados de trofozoitos se utilizé el método
del 4cido bicinconinico (BCA), por medio del Micto BCA Protein Assay Reagent Kit
(Pierce). En cada ensayo se realizé una curva de calibracién con concentraciones

conocidas de BSA dentro del rango de trabajo

2 11-Electroforesis de ADN
El ADN fue separado en geles de agarosa al 1% sumergidos en TAE, 0.5 pg/ml de EtBr,
dutante tiempos variables de 30 a 90 min a 100V La visualizacion y registro se

realizaron en un transiluminador UV y fotogratia Polaroid
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2.12-Purificacion de fragmentos de ADN de geles de agarosa

Los fragmentos se escindieton del gel y se purificaron por adsorcién a silica-gel usando
el QlAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN).

2 13-Tratamiento enzimdtico del ADN

Con endonucleasas de restriccion: las digestiones se realizaron en volumenes entre 15 y
50 pl, con 1 a 5 U de enzima por pug de ADN. Los tampones, temperatura y tiempos
utilizados fueron los recomendados por los proveedores de cada enzima.

Con el fragmento Klenow de la ADN polimerasa de E coli: las reacciones se realizaron
en vohiimenes de 50 pl, con 250 uM de desoxinucleétidos, el tampon proporcionado por
el proveedor, 100 ng de ADN a teparar y 2 U de enzima. Se incubé la mezcla 40 min a
TA

Con fosfatasa alcalina: las reacciones se realizaron en volumenes de 50 ul, con el tampén
proporcionado por el proveedor, 500 ng de ADN a defosforilar y 10 U de enzima. Se
incubo la mezcla 40 min a 37°C.

Con polinucledtido quinasa: Jas reacciones se realizaron en volumenes de 50 ul, con 100
UM deATP, el tampon proporcionado por el proveedor, 100 ng de ADN a fosforilar y 10
U de enzima Se incubé Ja mezcla 40 min a 37°C. |

Con la ADN ligasa del fago T4: las teacciones se realizaron en volumenes de 20 pl, con
100 uM deATP, el tampdn proporcionado por el pioveedor, 1 U de enzima, 50 ng de
vector a ligar e inserto en un exceso de 2 con respecto al vector La mezcla se incub6 12

horas a 15°C

2.14-Electioforesis de proteinas

Se llevaron a cabo pata separar proteinas segun tamafio (SDS-PAGE), de acuerdo a
técnica descrita previamente (Laemmli, 1970). Los geles variaron en poicentaje de
acrilamida de 10% a 15% Las electroforesis se levaron a cabo en tampén TANK, a 100

V.
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2.15-Transferencia de proteinas a membrana

Para westerns cuantitativos: Luego de haber sido separadas en SDS-PAGE, las proteinas
fueron transferidas a una membrana de difluoruro de polivinilo ({nmobilon P, Millipoie)
de la siguiente forma: finalizada la electroforesis, los geles se sumergieron durante 5 min
en el tampon de transferencia (CAPS 10 mM pH 11, 10% metanol). La membrana se
sumergié durante 1 min en MeOH y luego se equilibré 10 min en el tampén de
transferencia. Luego se monto el sandwich de manera de que el gel y la membrana
quedaran entre 2 papeles filtto Whatman #1 y se transfirié en inmersion durante 2 h con
agitacion a 40 V en una camara de electrotransferencia de inmersién (Hoeffer Scientific).
Para westerns semicuantitativos la transferencia de proteinas se realizé a una membrana
de nitrocelulosa (Bio-Rad) de la siguiente forma: luego de la electroforesis , los geles y
los papeles de filtrose sumergieron durante 5 min en el tampén de transferencia semi-
seca L.a membrana se equilibrd 5 min en el tampon de transferencia Luego se montd el
sandwich de manera de que el gel y la membrana quedaran entre 6 papeles filtro
Whatman #1 vy se transfirid durante 1 h a 400 mA en una camatra de electiotransferencia

semiseca HEP-1 (OWL)

2.16-Western blots

Las proteinas transferidas a membrana (nylon o nitrocelulosa) fueron inmunodetectadas
de la manera siguiente: se bloqued la membrana de 1 a 12 horas a TA en agitacion, con
5% de leche en polvo en TBST. La deteccién se llevé cabo con 1 pg/ml de anticuerpo
especifico en TBST con 0 1% de leche en polvo, 1 h en agitacion a TA Se lavo tres
veces la membrana durante 10 min en TBST. Se incubd la membrana 1 h a TA en
agitacion con el anticuerpo de cabra anti-conejo conjugado a fosfatasa alcalina (ZYMED)
diluido a 1/2500 en TBST 0.1% de leche en polvo. Se lavé la mebrana 3 veces durante 10
min y se reveld la reaccidén con NBT/BCIP en tampén de reaccién (Tris HCI 100 mM pH
9.5, NaCl 100 mM vy MgCl 10 mM). La reaccion se detuvo con 5 mM EDTA.
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2.17-Expresion de las proteinas r‘eéombinantes enl coli

Tanto el vector pQE30 como el pGEX 1egulan la expresién de las proteinas
recombinantes por medio del represor lac /. La induccion de la expresion se realizd en
ambos casos cuando el cultivo alcanzé una DOggq de 0.6, con 1 mM isopropil-B-D-

tiogalactésido (IPTG). Se mantuvo el cultivo inducido 3 h a 37°C antes de realizar la lisis.

2.18-Purificacion de las proteinas tecombinantes
Para el caso de las proteinas producidas a partit del vector pQE30 se siguid el
procedimiento indicado por el fabricante {The QIAexpressionist, 1997). En el caso de la

expresion en pGEX se siguié el método descrito por el autor (Smith y Johnson, 1988).
2.19-Obtencioén de anticuerpos policlonales

2.19.1-Derivatizacion de BSA por medio de SPDP

El SPDP posee un grupo de N-hidroxisuccinimida, que reacciona con aminas primarias, y
un grupo de piridil disulfuro que reacciona con sulfhidrilos Se hizo reaccionar el SPDP
con las aminas primarias de la BSA, incubando durante 1 h a TA 10 mg de BSA con 25
pl de una solucion de SPDP 20 mM (en DMSO) en 1 ml de tampon fosfato pH 6.6. Se
separd el SPDP sin reaccionar de la BSA derivatizada por medio de una filtracion en gel
usando una columna de Sephadex G-100 Se tomé una alicuota (25 pul) de la BSA-SPDP
y se trat6 con 1 ml de 300 mM B-ME en tampon fosfato pH 6 6 Se midio 1a DOy y se
calculd la cantidad derivatizada sabiendo que la reaccion con el B-ME libera la piridina-
2-tiona del SPDP v ésta tiene coeficiente de extincién molar a 343 nm de 8.08 x 10° M

cm™

2 19.2-Conjugacién de péptidos a BSA

Los péptidos conteniendo sulfhidrilos libres se incubaron toda la noche a TA en tampén
fosfato pH 6.6 con la BSA-SPDP, en un exceso molar de 2 Se midié la DOsqg3 y se
calculd el numero de péptidos acoplados por BSA. Se dializd contra PBS para obtener

BSA-péptido libre de péptido sin 1eaccionar.
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2 19.3-Conjugacion de péptidos a Tiopropil-Sepharosa para la inmunopurificacion

Los péptidos conteniendo sulfhidiilos libres se incubaron toda la noche a TA en tampoén
fosfato pH 6.6 con la Thiopropyi-Sepharosa, en un exceso molar de 2. Se midio la DO3q3
y se calculd el numero de péptidos acoplados a la matriz sabiendo que cada péptido al

acoplarse libera una piridina-2-tiona

2.19.4-Procesamiento de sueros y purificacion de anticuerpos especificos

Los sueros obtenidos de los conejos inmunizados fueron sometidos a una precipitacion en
sulfato de amonio 50% durante 4 h a 4°C. Se centrifugé el precipitado 10 min a 8000
RPM, se descart6 el sobrenadante y la pastilla se resuspendid en 1 volumen de 100 mM
Tris pH 8. Para eliminar el exceso de sulfato de amonio se dializé contra el mismo
tampon toda la noche. Se recirculo tres veces el producto de la precipitacion en la
columna de inmunopurificacion con el péptido acoplado. Se lavé la columna con 100
mM Tris pH 8 y se monitored cada fraccién obtenida en el espectrofotometro Cuando la
DOsgo se redujo a 0.02 se procedié a lavar la columna con 100 mM Tris pH 8 0 5 M NaCi
y cuando las fracciones no presentaron una DOag apreciable se procedio a la elucién de
los anticuerpos. Esta se realizd con dcido acético 0.1 M y colectando fracciones de 1 ml

en tubos que contenian 0.5 mlde Tris I M pH 8

2.19.5-Determinacién de titulo de anticuerpos.

El titulo de anticuerpos se determind por medio de ELISA. Una placa de 96 pozos se
sensibilizo durante toda la noche a 4°C con 200 ng de antigeno por pozo, en 150 ul de
tampdn de carbonato de sodio 0.1 M pH 9.5, Se lavé 3 veces con 200 ul de solucion de
lavado (Ttis HCI 50 mM pH 8, NaCl 150 mM, MgSQy 40 mM, Tween20 0.05%). Luego
se bloquearon los pozos durante 1 h a TA con 150 ul de solucién de bloqueo (Ttis HCI
50 mM pH 8, gelatina 0 5%, Tween 20 0.2%). Se hicieron diluciones seriadas 1:3 de los
sueros partiendo de una inicial 1:30, en 100 ul de tampodn de reaccion (Tris HCI 50 mM
pH 8, NaCl 500 mM, gelatina Img/ml, Tween 20 0.05%). Se incubé 1 ha TA y se lavd 3

veces. Se revelo agregando 100 pl de anticuerpo de cabra anti IgG de conejo conjugado a
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peroxidasa, diluido 1:2500 en tampdn de 1eaccién e incubando 1 h a TA. La reaccién
cromogénica se 1ealizéd con 50 pi del sustrato ABTS, a 500 ug/ml, en la solucién de
reaccién de ABTS proporcionada por el fabricante. Se detuvo la reaccién con 25 ul de

acido fluorhidrico 50% y se ley6 en un lector de placas a 405 nm.

2.20-Preparacion de los lisados de £ Aistolytica

Se centrifugaron los cultivos de amibas a 500 g durante 5 min. Se aspir6 el sobrenadante
y se resuspendi6 la masa celular en 500 pl de PBS frio Se contaron las células en el
hemocitdémetro, se centrifugaron 5 min a 500 g y se resuspendieron en PBS frio de
manera de tener una densidad celular de 2x10° cél /ml Se agregé un volumen igual de
tampon de lisis 2x (Glicerol 10%, SDS 2.5%, T1is HCl 50 mM pH 6 8, E64 0.5 mM,
PMSF 5 mM) y se lisaron por agitaciéon en vértex durante 30 s Para western
semicuantitativos se cargé en gel un volumen determinado segun €l numero de células
necesarias. En el caso de western cuantitativo se midi6 la cantidad de proteina total de
cada muestra (triplicados de trofozoitos controles y tratados con PNA scrambled y PNA

antisentido) y se normalizd con tampdn de lisis 1x.

2 21-Medici6n de la proliferacion de trofozoitos

Los ensayos de proliferacién de trofozoitos se realizaron en medio BI-S-33 a 37°C a los
tiempos v con las concentraciones de PNA indicados. Las incubaciones se realizaron en
tubos de 5 ml con un indculo inicial de 1x10" trofozoitos tomados en fase logaritmica.
Para cada ensayo se incubaron por triplicado: un control sin PNA, trofozoitos tratados
con PNA antisentido v trofozoitos tratados con PNA scrambled a la misma concentracion
del antisentido Los trofozoitos se cosecharon enfitiando 5 min el tubo a contar y
centrifugando a 500 g Se descarto €l sobrehadante, se resuspendieton las células en 500
ul de PBS, se tomaton 20 ul y se mezclaron con 20 ul de Trypan Blue. Se contaron en un

hemocitémetro aquellas células que fueran impermeables al colorante.
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2.22-Inmunocitoquimicas

Trofozoitos tratados con PNA y controles fueron cultivados de 24 a 96 h. Posteriormente
se tomo 1 ml de cada cultivo y se coloc sobre un cubreobjeto en cada pozo de una placa
de cultivo celular de seis pozos. Con la finalidad de que los trofozoitos se adhitieran al
cubreobjeto se incubd la placa durante 2 h a 37°C en una camara anaerdbica. Una vez que
los trofozoftos estuvieron adheridos se procedi6 a la fijacidén de la siguiente manera: se
aspiré suavemente el medio de cultivo v se agregd 1 ml de solucion de fijacidén (4%
paraformaldehido en PBS), incubéndose durante 30 min a 37°C. Se aspiré la solucidn de
fijaciéon y se lavo 3 veces con PBS Las muestras se bloquearon 15 min con 50 mM
NH4Cl en PBS. Se aspiré la solucién de bloqueo vy se lavd 3 veces con PBS. Luego se
incubd 1 h con el primer anticuerpo en PBS a concentraciones entre 1y 6 jig/ml Se
aspiré la solucidn y se lavé 3 veces con PBS Posteriormente se incubd con un anticuerpo
anti-conejo acoplado al fluoréforo Alexa 488, diluido 1/1000 en PBS. Se aspi1o la
solucidn y se lavd 3 veces con PBS. En los casos en que se tifieron nucleos, la muestra se
incub6é 5 min con 2 yg/ml de loduro de Propidio en PBS. Como itimo paso las muestras

se montaron sobre un portacbjeto en el medio de montaje antifade Vecta Shield.

2.23-Ensavos de citotoxicidad

Trofozoitos tratados con PNA y controles fueron cultivados 48 y 72 h- Se cosecharon,
lavaron con PBS y 1esuspendieron en 1 ml de medio DMEM sin suero, previo a contarlos
en un hemocitometro. Las células Hela fueron cultivadas 24 h en medio DMEM con 5%
de SBF en una placa de 96 pozos, partiendo de un indculo de 3x10* células por pozo. Se
lavaron las células con medio DMEM sin suero y luego se incubaron en presencia de
trofozoitos en una relacidén de 1 Hel a:2 trofozoitos durante una hora a 37°C y 5% COs en
200 ui de medio DMEM sin suero Luego se enfrid la placa 10 min en hielo y se aspir6 el
medio con trofozoitos con un capilar. Se lavé con PBS frio 3 veces v se agregaron 200 ul
de tampdn de lisis (Tris HCl 100mM pH 7.4, NaCl 154 mM, CaCl; 1 mM, MgCl, 0.5
mM, NP40 0 1%) suplementado con 1.5 uM del colorante Sytox Green, que se intercala

en el ADN Se midi¢ la fluorescencia en Cytofluor a Apx=485 nm y una Agn=523 nm.
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Resultados

-Reaccion de PCR para CP) y amibaporo

Con el objetivo de clonar los genes de amibaporo y CPS en vectores de expresion,
obtener las proteinas recombinantes v producir anticuerpos policlonales contra éstas en
conejo, se procedio a la obtencion de los genes. A partir de las secuencias publicadas de
la cistein proteasa 5 (numero de acceso del GenBank X91644; Jacobs er al., 1998) y del
amibaporo A (nimero de acceso del GenBank M83945; Leippe ef al . 1992) se disefiaron
los oligonucledtidos 5°-poro, 3’-poro, 5°-CP5 y 3°-CP5 (ver Materiales y Métodos), de
manera de obtener los genes completos como resultado de las reacciones de PCR. Se
realizaron las mismas y se analizo el producto por electroforesis en gel de agarosa. Se
observaron fragmentos del tamafio esperado, se escindieton las bandas del gel y se

procedio a la clonacién

-Clonado de los fragmentos obtenidos en las reacciénes de PCR en pBSSK.

Los fragmentos obtenidos de amibaporo y CPS5 fueron teparados con la enzima Klenow
de manera de obtener extremos romos, y fosforilados El plasmido pBSSK fue digerido
con la enzima Sma I y defosforilado para reducir el fondo de autoligacion. Se procedio a
realizar ambas reacciones de ligacion y transformacion. Se extrajeron los pldsmidos de
las colonias obtenidas y se digirieron con las enzimas Bam HI y Hind III, que poseen
sitios de corte en los oligonucledtidos utilizados. De los plasmidos que liberaron un
inserto del peso esperado, se tomd uno correspondiente a amibaporo y otro
correspondiente a CP5 y se secuenciaron La secuenciacion confirmo que las clonaciones

habian sido exttosas

-Clonado en el vector de expresion pQE30 de los genes codificantes para CP5 y
amibaporo y ensayos de expresion

Los fragmentos que contienen los genes CP5 y amibaporo se escindieron del pBSSK
utilizendo las enzimas de restriccién Bam HI y Hind III, presentes en el sitio de

multiclonacién del vector pQE30 Se prepard el vector para la ligacién digiriendo con las
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enzimas de restriccién mencionadas y defosforilando. Se ligd el vector digerido con el
fragmento a clonar y se transformaron células competentes de E. coli de la cepa XL1
Blue. Las clonaciones se confitmaron por digestion. Se indujo la expresion en cultivos de
100 ml y las células se lisaron en condiciones desnaturalizantes. Se circularon los lisados
por una columna de sepharosa Ni-NTA v se hicieron lavados en diferentes condiciones
de selectividad Se eluyé con 200 mM imidazol y se analizaron las fracciones obtenidas
en electroforesis en gel de poliacrilamida No se observé diferencia entre los controles de
E coli sin t1ansformar y sin inducir y las colonias con la construccidn inducidas con
1mM IPTG. Los niveles de induccién fueron muy bajos, y luego de analizar 6 colonias
transformadas con amibaporo v 6 con CP5 con los mismos resultados, se optd por

realizar las clonaciones en el vector pGEX

-Clonado en el vector de expresion pGEX (Smith y Johnson, 1988) de los genes
amibaporo y CP5 v ensayos de expresion

El fragmento que contiene el gen amibaporo y el que contiene a CP5 se escindieron de
pBSSK utilizando las enzimas de restriccion BamHI y HindlI. Se escindié primero con
Hindlll v se repard el fragmento antes de digerit con BamH]I, ya que el clonado se realizéd
con un extremo romo Se prepard el vector para la ligacion digiriendo con las enzimas de
restriccion BamH!I y Smal. Se ligd el vector digerido con el fragmento a clonar y se
transformaron células competentes de £ coli de la cepa XL1Blue Las clonaciones se
confirmaron por digestidn Se indujo la expresion en cultivos de 10 ml y las células se
lisaron por sonicacién. Se circularon los lisados por una columna de sepharosa-glutation,
capaz de unir la proteina glutation-S-transferasa (GST) que queda fusionada a la proteina
clonada en el vector, y se hicieron lavados en diferentes condiciones de selectividad Se
eluyé con 5 mM de glutation reducido v se analizaron las fracciones obtenidas en
electroforesis en gel de poliacrilamida Los resultados fueron idénticos a los obtenidos en

el caso de pQE30, con niveles de expresidn indetectables en SDS-PAGE.

Debido a la ausencia en la bibliografia consultada de 1eferencias a la expresion de estas

dos proteinas, v a la dificultad que ésta presentaba, se decidi6 intentar otra aproximacion
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Con el objetivo de conjugarlos a un carrier e inmunizar conejos se sintetizaron péptidos
a partir de las secuencias de amibaporo y CP5 La secuencia del péptido correspondiente
a amibaporo {pAp) fue disefiada teniendo en cuenta que existen otros dos amibaporos
menos abundantes, el By el C (Leippe ef af., 1994). El fragmento elegido abarca de los
aminoacidos 14 al 33 y presenta la divergencia mas alta entre las diferentes formas, con
el objetivo de aumentar la especificidad de los anticuerpos. En el extremo amino terminal
se afiadid una cisteina para facilitar ¢l acoplado al acarteador. Para CP5 se optd por
sintetizar un péptido va utilizado por otros grupos para obtener anticuerpos contia esta
proteina (Jacobs er al., 1998) El péptido (pCP3), que abarca de los aminodcidos 100 al
111, es un inmunodgeno altamente especifico para CP5. En su extremo amino terminal fue

agregada una cisteina (ver Materiales y Métodos)

-Conjugacion a BSA de los péptidos sintetizados.

Se derivatizd seroalbumina bovina con SPDP, un entrecruzante bifuncional que permite
formar enlaces con sulfhidiilos, para acoplar los péptidos sintetizados por su cisteina El
rendimiento obtenido fue de 6 SPDP por molécula de BSA Se hizo reaccionar los
péptidos sintetizados con la BSA derivatizada y se calculé la cantidad reaccionada para
cada uno, siendo en el caso de pCP5 de 4 a 5 péptidos por molécula de BSA y para pAp 1

por BSA La reaccién se verificod por retardo en la migracion de BSA con los péptidos

acoplados en electroforesis en gel de poliacrilamida (Fig. 6)

1 2 3 4

1- PM

2-2 pg BSA-pCPS5
3- 10 ug BSA-pCPS
4- 10 ug BSA

Fig. 6: SDS-PAGE en condiciones no reductoras de BSA y BSA acoplada a péptido
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-Inoculacion de conejos y obtencién y purificacion de anticuerpos contra los péptidos
pCP5y pAp

Se inocularon dos conejos pata cada antigeno con 200 pg del péptido-BSA,
manteniendo un esquema de inmunizacién semanal Se monitoreé la respuesta inmune
por ELISA y cuando los titulos alcanzaron el valor de 50000 para el caso de CP5 se
sangraron a blanco los conejos Para la purificacion por cromatografia de afinidad se
conjugd el péptido a una columna de tiopropil-sepharosa. Se hizo circulat el sueto por la
columna v se eluyd con 4cido acético 0.1M. La especificidad de los anticuerpos se
verificé por western contra lisados amibianos sin que se apreciara sefial (Fig 7), y dot
blot, donde s se detectd reconocimiento (Fig. 8). Pata el caso del amibaporo, el trabajo se
encuentra actualmente en la etapa de inmunopurificacion, por lo que no se incluyen en

esta tesis resultados vinculados a estos anticuerpos

Fig 7: Westerns blots de lisados de diferentes cantidades de amibas revelados con
anticuerpos anti-CP5 Izquierda: Western 1evelado con el suero sin purificar. Derecha: Westetn
revelado con anticuetpos anti-CP5 inmunoputificados.Como controles se incluyeron BSA y BSA

acoplada al péptido

33




LN+SDS
BSA-pCP5S LN LN+SDS +B-ME

- 6,5x10° céls.

Sng o L)
&C;"S (1 ng)
05ng e i\;; L
_ 2,6 x10% céls.
ot ne ¢ & B<

1,3 x10% céls.

Fig 8: Dot-blot de lisados con diferentes cantidades de amibas revelados con anticuerpos

anti-CP5 inmunopurificados. LN: lisados por sonicacién Se indican las cantidades de proteina y

de amibas. Como controles se incluyeron pCP3 v BSA acoplada al péptido.
-Efecto de los PNAs sobre la proliferacion de trofozoitos

ERD2

Se incubaron trofozoitos de la cepa HK9 con diferentes concentraciones del PNA contia
ERD2 y sus correspondientes controles durante 96 y 120 horas. Se detecté que a
concentraciones mayores que 10 uM el PNA contra ERD2 precipitaba en el medio de
cultivo, por lo que ésta fue la maxima concentracion utilizable. A las 96 y 120 hotas se

logr6 una inhibicién del 60% en la proliferacion a una concentracién de PNA de 10 uM

(Fig. 9).
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Fig 9 Curva dosis-respuesta del tratamiento de amibas con el PNA contra ERD2 A la izquierda se

muestra los resultados obtenidos tras incubar los trofozoitos 96 h con el PNA, a la detecha luego de una

Rab8

incubacidn de 120 h

Se incubaron trofozoitos de la cepa HK9 con diferentes concentraciones del PNA contra

Rab8 y su correspondientes controles durante 96 horas, sin que la proliferacion se viera

afectada (Fig 10).
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Fig‘. 1Q: Izquierda: Curva dosis respuesta de Ja incubacion durante 96 h de trofozoitos con el PNA contra

Rab8 Derecha: Proliferacion de trofozoitos luego del tratamiento durante 96 h con ¢l PNA contra Rab8 20
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Sec61
Se incubaron trofozoitos de la cepa HK9 con una concentracion de 20 uM del PNA
contra Sec61 y sus correspondientes controles dutante 96 horas. Se logié una inhibicién
del 60% en la proliferacion (Figl1).

120 -
100 |
S0 [ Fig 1 Proliferacién de trofozoitos

tratados 96 h con el PNA contia

6 | Sec61 20 pM

% del control

Control Antisentido Seranthled

Sintesis de un PNA contra el 5> UTR del ARNm de la proteina Rab§

Se sintetizé por quimica tBoc el PNA Rab8-UTR, de 17 residuos, como
alternativa para potenciar el efecto antisentido sobre esta proteina. Se ha descrito que -
PNAs antisentido contia regiones “rio arriba” de la region codificante de mRNAs
- producen una inhibicién més efectiva de la expresion de proteina, presumiblemente por
una interferencia estérica con el ensamblado del dbosoma (Doyle, 2001). Dado que el
PNA dirigido contra el codén de inicio de la traduccién de Rab8 no tuvo efecto en la

proliferacién, se buscd probar la posibilidad de desplazar el sitio blanco del PNA.
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Rab§-UTR
Se incubaron trofozoitos de la cepa HK9 con diferentes concentraciones del PNA contra
Rab8-UTR vy sus correspondientes controles durante 96 horas, sin que la proliferacién

presentara diferencias significativas entre los controles y los trofozoitos tratados con los
PNA antisentido y scrambled (Fig. 12)
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' Fig 12: Proliferacién de trofozoitos tratados 96 h con el PNA contra Rab8-UTR 20tM
-Efecto de los PNAs sobre la expresién de proteinas

Rab8
Se procesaron los trofozoitos luego de 96 h de incubacion con 20 uM del PNA contia

Rab8 y sus correspondientes controles, v se realizé un western cuantitativo, normalizado
por cantidad de proteina total, donde se detectdé por densitometria una caida de la

exptesion de Rab8 de aliededor de 60% (Fig. 13).
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Fig 13: Densitometria del western cuantitativo de amibas tratadas con PNA contra Rab$, revelado con

anticuerpos anti-Rabg, y representacion grafica de la expresion relativa obtenida

ERD2

Se procesaron los trofozoitos luego de 96 h de incubacién con 10 UM del PNA contia
ERD2 y sus correspondientes controles, y se 1ealizé un western cuantitativo, normalizado
por cantidad de proteina, donde se detectd por densitometria una caida de la expresion de

ERD?2 de arededor de 40% . Este resultado se publicé como parte de el articulo incluido

en el Anexo (Fig. 14).
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Fig 14: Representacion gréfica de la expresion relativa obtenida en el western cuantitativo de amibas

tratadas 96 h con PNA contra ERDZ, revelado con anticuerpos anti-ERD2
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Sec6Hl

Se procesaron los trofozoitos luego de 96 h de incubacidn con 20 uM del PNA contia
Sec61 y sus correspondientes controles, y se realizé un western cuantitativo, normalizado
por cantidad de pioteina total, donde se detectd por densitometria una caida de la

expresion de Sec61 de alrededor de 80% (Fig. 15).
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Fig. 15: Representacion grafica de la expresion relativa de Sec61 obtenida en amibas tratadas con PNA

contra Sec61

Rab8-UTR

Se procesaron los trofozoitos luego de 96 h de incubacién con 20 UM del PNA contra
Rab8-UIR vy sus correspondientes controles, v se realizé un western cuantitativo,
normalizado por cantidad de proteina total. Se detecté por densitometria que la expresion
de Rab8 no mostré diferencias significativas entre los controles y los trofozoitos tratados

con los PNA antisentido y sctambled (Fig 16).
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Fig 16: Representacion grafica de la densitometria y expresion relativa obtenida del western cuantitativo

de amibas tratadas con PNA contra Rab8-UTR, revelado con anticuerpos anti-Rab8

-Evaluacién morfolégica del efecto de los diferentes PNAs sobre la distribucion

subcelular de CP5 mediante inmunocitogquimica y microscopia confocal.

Se puso a punto la deteccidén mediante inmunocitoquimica de la proteina CP5 en
trofozoitos permeabilizados v sin permeabilizar. Los trofozoitos fueron fijados en 4% de
paraformaldehido, permeabilizados (si era el caso) con Iritén al 0.2%, bloqueados e
incubados con el anticuerpo anti-CP5 a una concentracién de 6 ug/ml. También se realizé
un experimento similar utilizando el anticuerpo monoclonal CD6 que reconoce
especificamente la lectina Gal/NAc. Se incub6 con el segundo anticuerpo conjugado al
fluoréforo Alexa 488 y se observaton las muestias al microscopio confocal a diferentes
potencias de laser. Se realizd el mismo experimento luego de incubar los trofozoitos 96
horas con los PNAs dirigidos contra el inicio de la traduccion de ERD2, Sec61 y Rab8,
no observandose diferencias de distribucion ni intensidad de la sefial con 1especto a los

trofozoitos sin tratar.
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ERD2

Fig 17: Cottes dpicos de notozoites incubados durante 96 h con PNA conna ERD2, revelados con

anticueipo anti-CP3S  Izquicrda: connol sin PNA  Cenuo: incubade con PNA antisentide  Derecha:

incubado con PNA sciambled

Fig [8: Pioyecciones ecuatotiales de maxima intensidad de nofozoitos incubadoes durante 96 b con PNA
contta ERD2, permeabilizados y 1evelados con antdeuerpo anii-CP5 Bl micleo se observa en 1ojo, la seial

de CPS en verde Izquierda: connel sin PNA Centro: incubado con PNA anlisentido Derecha: incubado

con PNA scrambled

Fig 19: Cortes dpicos de nolozoitos incubados durante 96 h con PNA contta ERD2, tevelados con ¢l

anticuerpo monocional CD6 [zguierda: control sin PNA Centro: incubado con PNA antiséntido Derecha:

incubado con PNA scrambled
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Rabg

10 um

Fig 200 Cortes picos de trofozo tos incubados durante 96 h con PNA contia Rab8. revelados con

anticuerpe anti-CP3  lzquierda: contol sin PNA  Centio: incubado con PNA antisentide  Detecha:

incubado con PNA scrambled

Fig 21: Proyecciones ecuatoriales de m xima intensidad de trefozo tos ncubados durante 96 h con PNA
contra Rab8, permeabilizados y revelados con anticuerpo anti-CPS El n cleo se observa en rojo, la se al

de CPS en verde [zquierda: control sin PNA Centro: incubado con PNA antisentido Derecha: incubado

con PNA scrambled

Fig 22: Contes picos de trofozo tos incubades durante 96 h con PNA contra Rabg, revelados con el

anticuetpo CD6. Tzquierda: control sin PNA Centro: incubado con PNA antisentido Derecha: incubado

conn PNA scrambled
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Sec6]

Fig 23: Corles dpicos de wwofozoilos incubados dmante 96 h con PNA contra See6l, revelados con
anticuerpo anti-CP3  fzquietda: connol sin PNA Cenuo: incubade con PNA antisentido Derecha:

incubado con PNA scrambled

Fig 24: Proyeceiones ecuatoriales de m xima intensidad de trofozo tos incubados durante 96 h con PNA

conita Sech], permeabilizados y revelados con anticuetpo anti-CP5 El n cleo se observa en rojo, la se al

de CP5 en verde. Izquierda: control sin PNA Centio: incubado con PNA antisentido Derecha: incubado

con PNA scrambled

Fig 25 Cortes picos de tiofozo tos incubados durante 96 h con PNA contra Sec6l. revelados con ¢l
anticuerpo CD6 Izquierda: contio] sin PNA Centro: incubado con PNA antisentido Derecha: incubado

con PNA scrambled

43




Rab8-UTR

Fig, 26: Cottes dpicos de trofozoitos incubados dutante 96 h con PNA contra Rab8-UTR, revelados con el
anticuerpo CD6 Izquierda: control sin PNA. Centro: incubado con PNA antisentido Derecha: incubado
con PNA scrambled. '

-Efecto de los PNAs sobre la citotoxicidad

Se evalu6 la capacidad de destruccion de una monocapa de HeLa por parte de
trofozoitos de la cepa HM1-IMSS tratados con PNA durante 72 h, y trofozoitos no

tratados. Los resultados se muestian en la Fig, 27.

Sacé1-as
SecB1-s¢c
ERD2-as
ERD2-sc¢
Rab8-UTR-as
Rab8-UTR-s¢
Rabg-as
Rab8-sc
Control-hm1

Control-hk9

Sin trofozoitos

TR SR [N SRS SR SN N S S S T SE VAT S A TR W S

0 20 40 80 80 100

Fig 27: Representacion grafica de el porcentaje de lisis alcanzado por los trofozoitos. as: antisentido,

sc:scrambled
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Discusién y conclusiones

La imposibilidad de producir mutantes nulas en £. histolytica ha signado el curso de la
investigacion de su biologia celular. Sélo recientemente se ha logrado la inhibicién
especifica de genes amibianos mediante la transcripcién de ARN antisentido. No obstante
este avance, la inhibicion de la expresidn es parcial, y no es posible regular la intensidad
del efecto mediante el control de la dosis suministrada de ARN antisentido Como
alternativa para la supresién especifica de genes aparecen los PNA, que ademas de
permitir regular dosis, presentan una alta estabilidad in vivo, siendo resistentes a la
degradacion tanto por nucleasas como por proteasas Se ha demostrado que £ histolytica
es permeable a los PNA de entre 13 y 20 residuos, y que éstos pueden ejercer efecto
sobre genes episomales y cromosdmicos |

Uno de los aspectos menos comprendidos de la biologia celular de £ histolytica es la
estructuracidn y funcionalidad de su via secretoria Los estudios realizados con
marcadores de esta via de £ histolyvtica en nuestro laboratorio, han demostrado que ésta
no se halla estructurada en organelos, sino dispersa en forma de pequefias vesiculas en el
citoplasma. Para explicar esta aparente desestructuracion, la supresion especifica de
genes de la via secretoria puede ser de gran utilidad para la visualizacién de fenotipos
esclarecedores. La obtencion de mutantes y la observacion de fenotipos ha sido la
estrategia para caracterizar la via secretoria de otras células eucariotas, por lo que el uso
de los PNA para producir defectos de funcidn especificos en E  Aistolvtica es una

alternativa a explorar.
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Eleccion de los blancos

Si se toma en cuenta la via secretoria eucariota tipica, una proteina pasa por el RE, luego
por el aparato de Golgi y finalmente pasa de éste a su destino final. En el presente trabajo
se plantea el bloqueo de la via secretoria de £ histolytica en estas tres etapas, mediante la
supreston de la expresion de genes asociados a cada una de ellas. En nuestro laboratorio
se ha clonado una bateria de genes de via secretoria, de los cuales se escogieron tres
como blanco: como marcador de RE se tomé a Sec 61, como marcador de cis-Golgi se
eligi6é a ERD2 y como marcador de post-Golgi a Rab8. Los PNA fueron disefiados para
hibridar sobte el codén de iniciacidn de la traduccion y cubrir Jos primeros 5 codones. Se
disefiaron para ser diecisieteameros teniendo en cuenta la permeabilidad en amiba y la
especificidad necesaria El control utilizado para asegurar que el efecto sea especifico fue
un PNA con la misma composicidén de bases que el antiéentido, pero con la secuencia
alterada. Cada uno de los PNA disefiados fue analizado mediante programas de
computadora para asegurar que no formaran estructuras secundarias que pudieran
interferir con su accion; asi como también fueron contrastados con las bases de datos

disponibles para asegurar que la secuencia propuesta pudiera afectar genes no deseados.

Efecto del PNA sobre la pr-élg‘femcién de trofozoitos

A pesar de que en S. cerevisiae los efectos de mutaciones en los genes homdlogos a los
utilizados en el presente trabajo tienen efectos deletéreos, no estaba claro qué efecto
podia producir el bloqueo de estos genes en trofozoitos en cultivo. En base a los
resultados obtenidos a partir de la curva dosis respuesta con €l PNA contta ERD2 y
trabajos previos realizados en el laboratorio (Olvera, 1999), se determind que el tiempo
de incubacién optimo es de 96 h, ya que a ese tiempo el efecto del PNA es méximo y los

nutrientes del medio de cultivo y la densidad de células son los adecnados. Teniendo en
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cuenta la disponibilidad de PNA v trabajos previos, se determiné que la dosis dptima es
de 20 uM. En el caso del PNA contra ERD2 no fue posible utilizar esta dosis, ya que éste
agrega en el medio de cultivo, asi que la concentraciéon maxima utilizada en este caso fue
de 10 pM. El efecto sobre la proliferacién provocado por el PNA contra ERD2, al igual
que el del PNA contra Sec61, fue una caida del 60% con respecto al control, mientras que
el PNA contra Rab8 no tuvo efectos sobre la proliferacién. El orden de la caida de la
proliferacion es similar al obtenido con el PNA contra SRP54 (Olvera, 1999) Estos
resultados comprobaron que por lo menos dos de los PNAs afectaban especificamente la
proliferacién Los efectos no fueron absolutos, lo que abre dos posibilidades La primera,
que efectivamente se estuviera bloqueando la expresién de estos genes amibianos, pero
que su funcidn no fuera tan esencial como la de sus homélogos en levadura La segunda,
que los genes escogidos sélo hubieran sido afectados parcialmente por el tratamiento con
PNA . Una forma de responder esa pregunta era evaluar la cantidad de cada una de_ las

proteinas presentes en los trofozoitos tratados comparadas con el control.

Efecto de los PNA en la expresion de proteina.

El efecto especifico sobre ¢l nivel de expresion las proteinas blanco producido .por cada
PNA se evalud por western blots cuantitativos. Cada ensayo se realizd con tres cultivos
independientes para cada PNA, su scrambled y los controles, para obtener desviaciones
standard que dieran validez estadistica al experimento En los ensayos en que el nimero
de células de un cultivo hizo imposible realizar triplicados se utilizaron duplicados. La
normalizacidn se realizé tomando en cuenta la cantidad de proteina total presente en cada
lisado. Tomando el lisado con menor cantidad de proteina total como referencia, se
diluyeron los demas con el tampdén adecuado para la electroforesis. Los efectos

especificos fueron diferentes para cada PNA La menor inhibicién de la expresion fue la
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de ERD2, de alrededor del 60%, seguida por Rab 8, de alrededor del 70%, y por Sec6l,
de aproximadamente 80%. Con el gen SRP54 la inhibicion méxima fue del 50% (Olvera,
1999) La diferencia en la potencia inhibitoria puede deberse a diferentes causas Si bien
se ha probado la permeabilidad del PNA en amibas con oligémeros de varias longitudes y
secuencias, no es posible descartar que la composicién de bases pudiera tener algin
efecto sobre la entrada a la célula, o sobre su distribucién subcelular, que evitaria la
accion directa sobre el ARNm. Tampoco se puede descartar que estos factores varien de
célula a célula dentro de la poblacién amibiana, lo que podria llevar a que fuego de 96 h
de incubacion las células que evaluamos sean las mas resistentes a la accion del PNA. La
inhibicidn del la expresion obtenidas mediante PNA son del mismo orden que las
conseguidas mediante transcripcién de ARN antisentido por otros grupos que trabajan en

E histolytica (Petri et al , 1999)

Relaqién entre proliferacion-nivel de proteina

La relacién entre el decremento en la proliferacion v en la expresion de proteinas no fue

lineal. Las mutantes en levadura hacian presumir que la inhibicién de Sec61 iba a tener
un grave efecto sobre la proliferacién de trofozoitos. Sin embargo, con una caida del

nivel de proteina del 80%, el 40% de los trofozoitos sobrevivieron y se dividieron. Con

ERD?2 la caida de la expresion fue equiparable a la de la proliferacién, mientras que soélo

con el 30% de la proteina Rab8 presente, los trofozoitos proliferaron normalmente.

Si bien podria tomarse la relacién entre caida de la expresion y caida de la proliferacion

como un indicio de la “esencialidad” de una proteina, resulta aventurado hacerlo

desconociendo la incidencia de otros factores como la posible heterogeneidad en la

permeabilidad o disponibilidad del PNA intracelular
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Inmunocitoguimicas vy citotoxicidad de trofozoitos tratados con PNA

Como forma de evaluar si la caida en el nivel de la expresion de las diferentes proteinas
resultaba en un defecto en la llegada a membiana de los factores de virulencia, se
realizaron inmunocitoquimicas con anticuerpos contra CP5 y la lectina Gal/NAc. Los
anticuerpos obtenidos contra CP35 se obtuvieron inmunizando conejos con un péptido de
13 aminoacidos de CP3 conjugado a BSA como acarreador El tamafo del péptido limita
los epitopes reconocibles por los anticuerpos. Los sueros de los conejos inmunizados
fueron evaluados por ELISA vy los anticuerpos fueron inmunopurificados en una columna
con el péptido inmovilizado. El ensayo por dot blot y la distribucién detectada en las
inmunocitoquimicas muestran que el anticuerpo reconoce a CP5. Sin embargo los
ensayos por western no mostraron que se estuviera reconociendo la proteina en lisados de
amibas. Esto puede deberse a que hay epitopos que la electr'ofor‘esi.s o la transferencia a
membrana hacen imposible de reconocer por el anticuerpo Al realizar
inmunocitoquimicas de células sin tratar con PNA con los anticuerpos contra CP5, el
patron de localizacion de la sefial fue idéntico al reportado en la bibliografia, con una
distribucién mayoritariamente membranal y en menor medida en granulos
citoplasmaticos. La distribucion de la sefial de la lectina Gal/NAc fue muy similar. Luego
del tratamiento con los diferentes PNA v sus respectivos scrambled, no se detectaron
diferencias de distribuciéon ni de intensidad de la sefial con ninguno de los dos
anticuerpos. En el caso de la citotoxicidad, no se detectd que las células tratadas con PNA
hubieran perdido significativamente su capacidad de producir lisis en una monocapa de
células HeLa. Las causas de estas ausencias de efecto sobre la distribucion subcelular y
citotoxicidad pueden ser debidas a que sélo con el nivel minimo de expresién sea
suficiente para que las proteinas de la via secretoria cumplan su funcién. Sin embargo,
para el caso de Rab8 y Sec61 en que la inhibicién fue mayor, los efectos esperables

haciendo paralelismo con otros eucariotas serian la acumulacion de producto intracelular,
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y una disminucidn de factores de virulencia en la superficie celular con la consecuente
caida en la capacidad litica, hechos no observados Nuevamente surge la cuestién de la
posible heterogeneidad de respuesta de las amibas, o de Ia existencia de un mecanismo

secretorio alternativo independiente de la via clésica.
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Inhibition of gene expression in Entamoeba
histolytica with antisense peptide
nucleic acid oligomers

Roberto P Stock®. Algjandra Olvera®, Ricardo Sanchez! Andrés Saralegui® Sonia Scarfi?
Rosana Sanchez-Lopezt Marco A Ramos’, Lidia C Boffa® Umberto Benatli and Alejandro Alagén™

Paptide nucleic ackls (PNAS) may be a potent ool for gene funchion studies in medically important parasitic
organisms, especially thase that have not before been accassible to molacular gandtia knockout approachis
One such organiam is Emfamoeda histolytica, the causative agent of amablasis. which infects about 560 mi-
lion peogle and is the cause of clinical diseass in aver 40 mitlion each year maindy in tha froplcal ard subilrep-
icat workd We used PNA antisense oligomers to inhibit aexpression of an episomally expressed gena
{maormycin phosphorotransiorase, NPY) and a chromosomai gane (EDErd2. a homoiog of Erd2: a markey-of - -
the Golgi system b aukaryotic celis) In axenically cultured trophozoites of £ pistolydica Measuremant of NPT
enzyme activity and ERERIZ protein tevels. as wall as measurement of celludar proliferation . revaaled spedific
dacraasas in exprassion of the targat genes. and concomitant inhibition of celf grawth in traphozoites treated..
vath micromalar concentrations of vinmodifiad antisensa PNA cligormers.

Alttough snttbiozies bas e had a profournd impact on o idity andd
martality due to bacterial disease sinee chelr introduction 59 years
agu. those conditions cassed by protozoan parasites bave buen
atfectend 1o amuch kesser dogree. Protoman infictions comain ane of
the largest anresoived problecs of world heslih® The difflealties
arfse malnty from the complediy of protozgan parashte bictogy
Farasite B cycles, with their often drasiie mosphotogical and eneta-
bollu changes. and the frequendy unusaat blachiembsertes that chae-
araerie vherns, have defied mast offorts atmed at the duckition of
the farzors that derermine the nature of the selationshlp between the
paraslte ancd s possible hosts Tools for prabing the hmetlon of spo-
chfic parasive genes thodr biolagy, ane the hiase- parasite relationstiip,
are sorely needodd in parasitology.

Wil these consideratinns in o, we evaluated the powential of
PNA ofigomers w selectively downregalste gene expeession i the
proteoan pathogoes £ histelyticr wr dewnmine their williy as ool
for gene Function studios. PNAs are polynncieotide analogs inahich
the ontim phosphace-sagar backbone has bean replaced by an so-
miar e psetsdo-pepthil, chatn wowshict the foar Bases are linked
PNAs have been shown to bind compleoonsary matarad polynu-
clegtbde sequences with higher afflnity than their nateral counter-
parts. partially is a result of the extreme Floxibility and seus sty of
the artificial backbone. Furthe mors. becaese proteases sod mucleas-
os o fot reragn ke thelr anficial strucere, PNAs aze exceptinnally
stable In biological covironments {35 reviewsd inocwef. 23 PNA
altpotrers have beon wseel b the $ast Frw yoars as anthsense and anti-
gorte agerns inavarlety of coll-free and cotlular systems, showing thit
thay can effectlvoly and selectively downregalate gene expression
when used at miceomolar concentrations (reviewad i ref 3) The
transertprion  and  wansdation: inhifbiory  properties of  PNA
oiigoreers are determined by Jemgeh  cotnposition  {noubiy
purbepyrimkdine mtio). and. e itically b collular systerns, peeme-
ability of target rofls®. In the case of manwmallan cofls, the fimited
prrmesbility of the cefl snembrare to PNA bas lod o the develagp-
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snent of appropriate iranspoct sigrads that,w hesreos 3osdy Boked sr - -

the oligoruer Increasn transport reross the celd membeane andfor
delivery into roll nucled®™ 1n Excherichia coli the use of stmains of dif-
foromt prrmeahifity has vevealed that the eflicacy ol inhibition s
deterentied by the cntry of PNA o the eoils™

Qur group s concerned with the sty of the blslogy of £ fis-
fody tit e an nnnisual cokaryate iz terss of s rockabelissn sl cellular
archiertore®™ ' Mowener, 1he difficatlics inhorent W the raltivation
of £ bivtolvtica trophassites and e ek of proceduns for deletion
of genes tave made Stvery diftioulve perfr lassical ganetlc sipd-
les airmoc a1 the characterization of pheneiypes tesuliing Nvom groe
fmacthation . Several featums of trophassites {the maetabolically
Active pachogerie stagsd are orilical for maolecatar genelic manipata.
thors: {1} rrophwzoies in axend, cidtsre cansnot be giown sustatnably
at high density i defined snottiume® (23 they do not possoss 4 sexual
c.)'de;"'i (31 cells irs axente culture exhibit a variable nuniher of ouclat
(::mmrmnl} ol B bwn, more varnly Lhree o2 maz) and a vasishle
DNA content'™, and §1) they Brave a complex ploidy thi i @ recont
study has hoers estimated 1o b at loast Fonr®,

Oy recondy. antisense siralogies wsing plasmids transer\bing
amisense messerger RNAs {mRMAs) have been successfidty axed
attoaving doweecgulation of speciile genes and th analy sis af result-
Ing phoneaypes in £ histalytica > Tha methodology weed omeves.
seguibres the genes pnder stiehy w0 be clomd and tansfected inee
celis. raintained eplsonmally by selection o uncorsaliopy numbers
arncd exprossed by use of Entamoeba coarrel elements of whick our
krew beclge bs stilEvery Hmibesd ™

Ier this stardy. wo report the use of PNA oligomers as anthsense
aperss for effertive and speeifie dowtregnlaton of axprossion of 1wo
genes. one pisemal md the ottwr Chrornosomal INFT and EhBrd?
respectively] in £ fistolytica in catture. Wi reasoned that dowsmnegs.
Iatlom of NPT expresslon. and thecefore the ability 1o detoxify G315,
uncler antibintis sedection stould reluge the groseth of rophoroties
indicating that they were pormesble o PNA The BhErdZ geoe
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Figure 1. Distribution of antisense bivlinylated PNAE in rophozaitas of
sirale: HKO after 2 h {A.8) and 24 h {C.0) Incubation with 20 pht PNA,
Confocat image representative of numerous studies with PNAs of diffarent
lengths and composiion (fom 13- to 20-mer} shows a diffuse cytosolic
distribution with lerge sreas of high concentration apparant after 2 bof

; incubiation {in green. cotrespondmg to Alaxs 488-siraptaviding, which tend
- o condanse by 24 h, with a0 deteclabda signal in tha nucleus {propidium

indide, rad), Most calls ware this parmeanls, and o variable degret of
sequasteation in vasicles was ajso absarved.

Swhich s g honratog of 4 Golgh mendicane recepior descried i
“eonramadtan atkl peast oolisS was used to determine whether ant).

sensg inlibitlon of chramosomal genes Is also achiovable intho same

PNA conemnsration range An effert on ceflstar profiforaton couf

Iz also reasonably expected . in that Exd2 deletion tn Saccharanmyeas
cores dsioe has boen shows wo be very deleterious. pessibly even lethat
presumatdy becawss of s cruciat mofe tn the maintenance of aode-
plasmile revipdlum fuecron®®. [ conrast o matamallan bols £ S
folytica is permeable 1o unmodified PNA arad indibition of gene
xpression s stpnifleant and easily achioved [ dose- depundesst
manner saving the work of claning transferiion, ant sebe:tion pro-
eetfures needes! for plasoid-medinted antisense inhibition. B adil-
tion PNAs coupled o appropriae signials have bean recenitly shown
i bip elertive gene downeegulators i an andmal systers whlt res evi:
detee of ey, Together whth aur findings these sttios ndicate
thit porential ol PINA as a gene downregulagor frr edve o probe dhe
ol b genetic foundations of £ listolytica parasitism divecely in
anbriral niodels.

Results and discussion
Permeabitity of trophozoites to PNA. Figure T shows a maximum-
ntensiny projectton of KO rrophowsiios altera Zh (Frg. 1A B) and
23 h {Fig. 10 29 exposure oy 20 0M of a hictinyiated antisonse PNA
directed against e Rrst nucleacides of the NPT gene. The distribe.
Loz of PNAs {groen) alter 2 hshows a chear uptake by the celis with
Buareseenye rescrieted 1o the oy tosel, partly i a diffise pattors with
wrvas of Brigh comeersrstion and partly coneesis ated inwhat possibly
are endacytic vesicles At 24 b the distribution remains ¢y tesotic and
seerns ko concerrirate b what appear o he smalt vesicles. No PNA
rould be observed withirs the nuclias (red) . W have tosterd perme-
abllity of trophozottes 1o PNA with an extersbre battory of 13- 17-
18- andd 20-mers biotinglated and divectly couplad 10 thecdaming,
it sl fane shewss stmiber pattorns of entry and acesmngation inside
Both HKS and FM-1IMSS wraphozsives (data niot shawr),
Neomycin phosphorotransferase aclivity in PNA-treated

trophozofies. Transforiod cells grown in § enl coltures In the pros-

emeo of 10 pefmi G418 in anaerobiosts werm incubated with 20 b4
NEQLTATG fexperimental] or NEGITSCR PNA {scrarbled won.
1ot} md cotlected at 88 1 Lysates wore obtugoed as clescribed 30w
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uTe 2, Neomycin phosphorotransiarase sctivity of iysates of HKG
h'nc%hozoitesteated :ahrm 20 phi NEO1TATG smm PNAfrash For
oomparieon, 36 pMNEQTSCR is & random PNA of identica base
composiion, (A} Autoradiogram of sief biot of ¥P.lubsled kanamycin,
(B} Densitomatry of auteradiogram i {A.{C) Farcaanisga inhibition x5 d
of triptisate samplas (b} comparison to unbeatsd contred)

Fxporimenial Protoeol, and fdentical guantitivs of taral prototn were

usted For & kamamyckr phasphorylation asay. A typical auteoradt-.

ogram of the slot blot assay «of MES colls grown for 86 It in the

presence of amiblodn 3 shown in Figure 28 Two-dimensiarst:

dersltorclry (Fig. 2B) revealed that inhibitlon of NPT sctivity was

Toka (¥ kg 20 and was sequence-spevific. hecause the vargiom PNA -
of Mestical base composition dfd ot give sigeificand infitbitorn, -

Fesuitts of the densitasiett y veaclizgs ame plotted s percontage inbi-
bitkon of NPT activity with respect (o untreated tontrols This levet
of Inhibition Is comparatsle to that socently repor ed for amockapore
antd the light chain af the Gal-NAe lectin genes, downrepelated by
mmeans of astiense mRNA traoscsption from plasmids? 3,

EhErdZ proteitr cxpression in PNA-realed trophozoites,
Cultures of exponentially growing trophozsites were Incubsated whh
& 17-mer antisense complementary (o the first 17 cocding nucleotides
ol the EhErd2 mRNA (ERDATAIG) or its random control
(ERIMTSCR) . Prostein sxpresskon was nssasurod by wesiern biot of
ecftilar fysares {Fig 38) protein concentration was normalized and
ffentical quantieles loaded orto 15% sedinm dodecy! seifate-
priyacrylamidfe  pol  olocrrophoresis  (SDS-PAGE)  gels  and
Rromunabloted Densttomary af duphicate saaples reveatd a 35%
speetifie decrease In EhEra2 protcity expression af anatisense PNA
vontenteation of 10 pM afer 98 b of Incebarion {Fig 3] No signifi-
cartt decrease fin ERErd2 weprassion was seert in eclls teated with the
raredon: PNA

“Contrl ERDI7SCA ERDITATG

Figure 3. Erd2 prolein levels in lysates of HK® frophozoites traated with
10 pM ERDYTATG antisense PINA for 95 h. (A} Westarn blot of EhErd2
{8} Percantags inkitifion by densitometry thy compaslson o uninsated
conitrolf
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Figure 4. Effact of PNA restmenton trophozoite growth. {A) Treatment
with 8Rt-NPT FNA. tdentical inoculy of pTC\-transformed HKS {sclid
linay or HIM-1:1IMSS (dashad line} trophozoites wiere aulturad in medium
with 10 unimd G4 18 with varying concentrations of NEOTTATG or
NEO17SCR PMA {triangies). The open symbols repeasent pTCVY-
ransformad HKO rophozoitas grown withcud antibiolic and fresfed wih
20 M NEQT7ATE or random contral PNA. (B} Traatment with snti-
ERErd2 PNA, Identizal inocula of HKB frophozsi¥as were euliured in
slandard medium with varyirg soncentrations of ERD1TATG (soiid
circes) or ERD7SCR (open aquare). Viakle oalls were courried 86 h
post-addition of PNA and prolifaration platted as percaniage of unireatas
foontrol} eutfures. The ernor bars rapresant tha standsed daviation of the
mpan of riplicabe determinations,

Proliferation of PNA-treated cells, Triplicate cultnres of trapho-
zoites werg Incabmed with PNA NEOITATC at concentrations rang-
sng Frone 3 oo 20 pdd G the prosonce of G418 at 10 pne/nilin stanicdasad
mndbuin. Traphostes were counted at 96 b and percertage growth
{with respect e untreated enftures) plotied against cancentration of

TPNA {Fig. 1A} The 1T.mer wmtisense PNA inhiblted (saphiozate

proliferation in & doso-dependent mannor whisoss the correspond-
feg ranmtean PINA did now Phe effect of the antlsense 17-mer PNA
wais stardficais, v ith profileration inhibited by 55% at a conuentra
than of 20 pM . No evidence of anilproliferative activity was nhserved
in dransfected colls o aodergoing antlldotle selection, inwhich »
devrease in expression of NPT would riot be expecwd 0 allect
traphozedte grawth Fig. 4A, open symbols), When tropiozoites
ware treatedd with ERDIUTATG PNA (Fig 4B). a stmifar dose-
cependen effecn on proliferation was observed. which cormdised
clasely to the besvet of indibition of EhBra2 fovels at 86 b of Incuba.
tion. The correspunding random PNA (ERDITSCR) did not affert
ool rewth

Adthegh PNA uptake i cvicent. as tieasured] by high resolution
remiftdal ticroscopy, inhibition of profiferation a1 96 b is 55% for
Noo and 33% for Erd2 anthense PNAs. Qur hypothesls is that,
Brcatse i leated Entamoebamells are ootomot™ ioRNAtevels
fkaly vary widwdy from cell e cell. Thnas thie 55% inhibition of pralil-
eration Yy NEOITATC and the $3% inhibition by FRDZITATG
protably refloct averages of celf populstivos i which Inflbiion s
high anid populations i which tnbibitdon is significantly Jower as a
result of higher bevels of NPT or Erd2 siRNA Studies done at the
st oot beved, by microscopy or Rowe cytomoetry, shoutd provide
vatualde pustatypic nformation an saclous levets of inhibitfon of
pere expression. Those levels of Inhibitton oy well be biologleally
signiflcant in thae Brachs and roworkers hive found thas a 607%
deersae I amoebapnie exprossion (by anttsense mBNA exprossion)
resuding in 80% decrease I eytopathic sotivity of viable wropho.
znites Our lahoratary & actively ongaged In improving these levels
of inhibltion by design of appropriste iransport stgnals far coupling
twr the PNA ofigomers ' )

Taken together. our results suggoest thit PNA aligomers may pro-
sidle a valuable tool for geretic stidles i £ Aistolyrica. and may pas-
sibly be of use In the study of other arganisi for which the wats
neressary for geme knockour and ceverse genetics are nat avatlable. as
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is 1w rase Toor 3 Jarge partion of pathogenic protozoany of particular
importance in the tophed and subtrogteal world. PNA oligomers
cant b manually synthestzed and posified i the laboratory o seales
neeelend for in vitroand small-anhmal invivework. As showe for ami-
sense agents I nistnnsellan cells approp e signaly aruifor delhvery
systorms Such as ligosores) may be desigoed to improve PNA dediv-
ery inta E. hintolyticacells. aswell asfor nuclear loratization for stad-
ios o transcriptionst inhibition of gere exprossion,

Experimental pretocol

Cells and eulture. Al experfmenis were duge ustng the HEKY and 31M-
LSS stealns, Hesults wene equivalent in both steatos In all cases Uells were
groeen i TY'S mediam supplomented whily 15% nowborn calf seeum®® in
seabed Sufture tubes of, I 1he cass of culee i microtier shides. in ananuet

obic inculniee {Forms Schentificn, Makeits () with & gas miXtute com-
posed of Na P CCh {855} w 377

PNA synehesis, modification, and quality contrel. PNA oligonees were
syeibestod manualy osing sofid phust peptide svntiesis {SPPSY by Boe
chomlstey ushng appropelng st Bloduylation of pare of the symbesis
preentucis fer permpnlbiEliny sdies wirs dose before the Bosk ceavig Fom 1w
resist Sptiekesis prodiits were sepacaied by eevesse phiase ort 3 gespacaive

" coluams using & leenn 0-50% aontonityile grationt in § 19 siflaoncwel i

acid i winter Poaks weee analyzed iy Hewdort-Packard ness spoiromsier
fiiled withas choteospesy appidates. (Bavend frstraments, Millis A Tie

high oo Epuid duoemimojespdy THPLCY fiaciions corvaponding

t vt cimngshie St st et weze deled snd stored a1 70, Pusdly of ehe
oflgarners was >95% by FIPLG Worklag stoak solintods of PN& were pro
pased i stertle vailer 318 coneertendon of T mM. PRAS synibiestand weer
LT ey complamentidy o e it 17 suclsotides of NPT mRNA coding
sequenst (NEQOITATC) o dhe Ehlea2 mBNA (BRUIIIZATG) dosigrud foc
antipatallel bybetdiatton (e 3 e of de PRA consponding o
anticited C rermlgin} . As controls soenmbiled sequentcss of Identbent eostpo
siden to ench antiserss oflgomics wese synthesized. “The PRA alipomeis
syr bisted careplraasntagy 1o NIT s RNA wore as follows: for NEQETATG
CONH, TACTAACTTOIECTACCS Ny for NEOITSCR, CONEL
CAINTATCTTGTACTUT N, Tl PNAS conpheme stary 1o EREnd2 i RNA
wine s [ligws: for ERIITNIG, CONH; TACCACAAATTAGANAA NI
for BRINISCH CONML CAATAC XERAGATAMCA- K,

Cytochimistey and fluorescence microscopy. Traphnsoltas grosie on thisw:
veelivere slides vy Haed it 2 oned 249 8 adter ackeditlon of Blotlylalad FNA a
20 uhd it concenteation Colbs were Mxed Wit 2% paratoomaldibyde fo
50w Lohision foe 2] min at soom dsngesatare, washed fur tes with
PRS premeabifiaed with B EY Traon X W {Kodak) in PBS. and blocked
with §% nonfar olk {Nestde Vevey Svliaertand) in PES dos T h Sucptavidin
Adexie ABH Gt § marl; Modoculae Frobes Engone QR was added b the e
wndd blocked € vl and feenbadcd at rooer winpeeatao: o 9 endr. (e lis wacre
washi) extessivody ared eomntesstningd with 2 pgead propidium lodice
{Malevcdar Probisy Samiples were muoaniod In Prol ong anfifictyscaniting
pwlluars {holeowtar Probest el ebservied o e Rad MROGN systemn
Bin Buc laliostosles, Foroasles, T4 ired Lo a Zobs Axioskop Optiond stlies
wire cobieeest ustig e tvec o abable faorcseeney clanoib and appeopskat
flter Wdocks Tl eomfou! dura seas wore colicated with a 300N numonicat
apirmune. 1 3 P Mool (5] imrnersing bors sl 180 noy 7 s slieds see
peafectod with the maxdnem datersily algoadibn Unteetee conirad and
strggavidis-Adexs 488 -stadned proparatioas ot expostad te BlEnglacd
P& showed o stpnal af ehe soysitedty aewd laser power seatings used

Cell translectivnrand vectors £ fastalition troplomltes growing exponia

ally were transfocted wsing FHficiene Lipofection Reagen (Hoshringer
Mansntioln Mangbabm, Uhvsesd a5 iasizucted by o masmfactorer, with
i exeeption thist Hpoftogon was deae in Optimen {Gibeo BRY Grand
Tstannd, MY, Teassfor mias weee selected with jnereasing amounts of G418
{Cacienici Sipress S Louils MG} and proftfaatonand NPT acth hy exper

Uncess wore done wikh ophossiigs gowlng o rmedium Lomaining
{5 ot ancbiotks, carrespandizgs 10 a seslstanee lendex of 4 The veatoe
used. lev taogd cnpariments cadied pTOVE 15 & nintmbaed devivative of the

pTCW ] plasmid®?

Measureiesst of KF1 activity. Neomwels pluspharotransforase acdviny
was ireasasad in cedl extiacts abiataad from PNA-trested and contral nusl
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Tures by o sbot Dlos oy using hammyelsn as sulstrate fn phosphoryiaions
Brielly, troplsaiion wire harvestend at e fy fsme 1oint, wasiued, cotited,
and resuspended ac 2 x HF colisfined 1 50 mM Tris HC pH 7.5 wathe 16 mdM
phenyineshybatlony! Bucelde amd § aM B9, fivees thmsed dree times
isiag Nqutd nitropen. sad citared by cetufugaiion. Proteln concenlgation
was norroaltaed fee sl sampios (BUA mwiiod Pieece Chemlest Co.,
Rockford, 11). NPT acrivizy was roatbiady measursd 0 tikpticate for sach
treatinent it tiee polar by adedlng 123 200 of lysate peodedn 1 as excess
Kanamys i aad {y2P1-ATE and Incutatiog for 1 b The smount of sudloas-
e Kanmangcin was mensucod ehthee by eatibog the spots st the nyembranes
arsd twenting Ladiuset By I seintiflaflon cotnter Beckanan Irsteuments,
Follesson LA G alivnitivedy, Oy watoreadinginply o a Phosphastmager
systons Molocuisr Prstobes, Sonmyvade. CA) 2 lsn dimenstonal densit
ametel analysis aith bic fieeware pockage NIH- Iriage version 1,62, Resedes
are photied o percentuge hibition wich vespect [0 control acivity 23 of
Hiplizate ditermbrations

Measureent of EhBrdZ expression. Expeossion of ErBod? was mausornd
by quanelaii wisteen biol oF wophcselte Bysates. Unteciiod cisiores wees
tevedd as conal Belafhy, 95 Bof teubsirion with sntisanse or random PNA.
troplassites  were  haevisted,  washed,  cobsged,  resuspended  at
1o IR satloml tn PES. Iysed tn SDS-PAGE, ;i groledn concenl eatlon
dierteined as foe the NPT acuvliy assay 1de nsion) svounts of ysate preseln
wore bonded onte 15% SIS -PAGE geis separsred electeapliorodcatly. an
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teatsitead ome Ingneblion B oanewdeanes  {Millipore, Hedford, MA).
Membeates wore Diocked. {evutkaed with antt-Frd2 rabbit antibody {at
b ppdasl), and developed with 2 goat antt rabbit slksfine phosphatage antt
sy eorgugate (Zyined. 8. San Frmelson CA) and BCIPNBT {fymed).
Densdidnelry wis done wsieg she NI Image 1.52 software package. Rosalis
are plotied as pescentage Iafiblion with espect to conmrel levels 2 d of
derphizate detesminations.

M myent of trophozolte proliferation. Proltferation of PNA-trented
anwdeonzrot wophazaltes was niehuired, i riplicste 5§ el cubruires in wisdbom
supplamented vith 10 pp/ml G418 whwn appeopetate, for cach time point by
dioeet ccuting usleg @ bemiceytometer [Neubauer Heusser Selentific
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