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Hesumen

1  RESUMEN

La transferencia de genes mediado por ADN ha sido usado ampliamente como una
herramienta poderosa para la manipulacién genética de organismos. La transfeccion y
expresion de ADN exdgeno en pardsitos protozoos como es el caso de Entamoeba
histolytica resulta dificil debido a sus dificiles condiciones de crecimiento asi como a su
particular organizacién y control de la expresién de genes. Diversos vectores se han
utilizado para la transfeccion de este pardsito obteniendo transfecciones transitorias y
transfecciones estables episomalmente de trofozoitos de Entamoeba histolytica. Sin
embargo, hasta la fecha no se ha logrado llevar acabo estrategias de recombinacién
homologa que permitan estudiar la funcién de genes blanco en pardsitos knock-out de
Entamoeba histolytica. El objetivo principal de este proyecto es el de sentar las bases para
el establecimiento de las condiciones para la obtencién de amibas knock-out. Considerando
todos los conocimientos hasta ahora reportados en la literatura, con respecto a la
organizacion y expresion del genoma de amiba sin duda un muy buen candidato para usar
como modelo, es el gen del ameboporo ya que ademds de estar representado en el genoma
como copia Gnica, se tienen suficientes conocimientos tanto bioquimicos como genéticos
para facilitar la obtencion y caracterizacion de amibas knock-out para este gen, ademds de
tener una relevancia en la biologia y patogenia de la amiba. Analizamos en primer termino
el nimero de genes de los cultivos de amiba con los que contamos, determinandolos bajo el
microscopio de fluorescencia después de tefirlos con DAPI. Los resultados mostraron que
el 83% de los trofozoitos de amiba son mononucleados, lo que hace factible el desarrollo de
nuestro sistema propuesto. Con el fin de construir los vectores adecuados para la clonacién
y amplificacion de nuestras secuencias a recombinar, se disefiaron primers para amplificar
ambas regiones flanqueantes 5’ y 3" del gen del ameboporo las cuales se clonaron en los
vectores pBS:Neo y pBS:Hyg flanqueando los genes de resistencia a antibiético. Se
obtuvieron los plismidos de transfeccion pAPS5’-Neo-AP3’ y pAPS’-Hyg-AP3’
demostrandose por su patron de restriccion; los cuales serdn utilizados para la transfeccion
de trofozoitos de amiba y asi obtener amibas knock-out, los cuales quedaran regulados por
el promotor enddgeno del ameboporo.

Construccion de vectores de transfeccion. |
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Introduccion

4 INTRODUCCION

El género Entamoeba incluye microorganismos que son parasitos de todas las clases
de vertebrados y algunos invertebrados, de los cuales casi todas las especies parasitan el
tracto intestinal de sus hospederos. El humano puede albergar varias especies una de las
cuales es Entamoeba histolytica siendo este el agente causal de la amibiasis
(Schaudinn,1903). Este protozoario pardsito normalmente, reside en el intestino grueso
causando infecciones en su mayoria asintomaticas y sélo en algunas ocasiones llega a
adquirir importancia clinica en las que se pueden producir lesiones en el intestino grueso
asi como tener capacidad invasora a otros 6rganos, manifestindose con la formacion de
abscesos (Jiménez-Cardoso et al., 1989). E. histolytica se ha sub-clasificado para separar
las formas patdgena y no patégena E. histolytica y E. dispar respectivamente (Tannich et
al.,.Diamond y Clark, 1993; Clark, 1997).

Esta enfermedad ataca al ser humano en cualquier edad, siendo mds frecuente en
ninos y adultos jovenes. La infeccion es endémica y ocurre tanto en los paises desarrollados
de clima templado o frio, como en los paises tropicales en vias de desarrollo en donde se
presenta de manera mds frecuente. Se piensa que la virulencia del parasito, susceptibilidad
del hospedero y factores ambientales contribuyen a la manifestacion clinica de la
enfermedad dando como resultado la amibiasis. De este modo pasa de un estado
asintomdtico con amibas no invasoras a colitis y absceso hepditico amibiano
denomindndosele amibiasis invasiva (Veldzquez et al, 1997). Esta tltima manifestacion de
la enfermedad, se acompana generalmente por la aparicion de anticuerpos especificos, los
cuales cominmente son utilizados para determinar la presencia o ausencia de la amiba. Ya
que no todas las amibas poseen capacidad invasora, es dificil justificar la importancia de su
presencia en el intestino (Jiménez-Cardoso et al, 1989).

5 ANTECEDENTES GENERALES

5.1) Clasificacion.

La palabra: Entamoeba histolytica proviene del griego Endoentos que significa
adentro; amebein que significa cambiar transformar; e histolytica que significa destruccién,
lisis o disolucién de tejidos (Schaudinn, 1903).

Siguiendo la clasificacién recomendada por la sociedad de protozo6logos
(Honiberg, et al., 1964) y modificada posteriormente por Lewine en 1980; el subreino
Protozoa del reino protista, estd comprendido por todos aquellos organismos que miden de
Il uma 50 pm (5 y 25 pm en su mayoria) y que estdn formados por una sola célula que
realiza todas las funciones esenciales de metabolismo y reproduccién. Casi todos son
holozoicos o saprozoicos. La principal linea de evolucién en este grupo se ha llevado a
cabo a través de especializaciones subcelulares u organelos involucrados en la
alimentacion, locomocién, osmoregulacién y reproduccién. La mayoria de los protozoarios
tienen un solo nicleo vesicular aunque algunos son multinucleados.

Construccion de vectores de transfeccion 6



Introduccion

5.1.1) Clasificacion Taxonomica.

Reino PROTISTA.

Subreino PROTOZOA

Phylum SARCOMASTIGOPHORA.
Subphylum SARCODINA.

Super clase RHIZOPODA

Clase LOBOSEA

Subclase GYMNAMOEBIDAE
Orden AMOEBIDA
Suborden ACANTOPHODINA
Familia ENDAMOEBIDAE
Genero ENTAMOEBA
Especie HISTOLYTICA

5.1.2) Clasificacion isoenzimatica:

Los primeros en clasificar la especie Entamoeba histolytica sobre las bases de sus
propiedades electroforéticas de varias isoenzimas, cuyos patrones en conjunto forman los
llamados zimodemos, fueron Sargeaunt y Williams en 1978 quienes realizaron estudios
muy valiosos con el auxilio de la técnica enzimdtica para analizar cultivos de Entamoeba
histolytica provenientes de varios continentes.

Los resultados de esas investigaciones arrojaron la informacién siguiente:

a) Todas las especies de amibas que crecen en el intestino del hombre pueden ser
caracterizadas mediante patrones isoenzimdaticos caracteristicos.

b) Se han identificado mds de 18 zimodemos diferentes de cepas de Entamoeba histolytica
obtenidas en diferentes regiones del mundo.

c) Las amibas cultivadas de muestras de casos bien caracterizados de amibiasis invasora
(disenteria amibiana o abscesos hepdticos ) pueden ser clasificados en siete patrones
isoenzimadticos diferentes (II; VI; VII; XI-XV).

d) Todos los zimodemos restantes (L III-V,VIII-X, XV-XVIII) se encuentran en amibas
aisladas de posibles portadores.

5.2) Epidemiologia.

El hombre es el principal reservorio de Entamoeba histolytica, ain cuando pueden
encontrarse amibas morfolégicamente similares en primates, perros y gatos asi como a
otras especies de mamiferos.

La infeccién es de distribucion mundial y estd catalogada como la segunda
parasitosis causante de muerte debida a un protozoario pardsito, sélo después de la malaria
(Walsh, 1986; WHO,1997). Alrededor del 10 a 20 % de la poblacién mundial se considera
infectada y el 10 % de ésta sufre la enfermedad, con una mortandad que oscila entre el 0.1
y 0.25 % y cuya prevalencia varfa de un pais a otro|. En 1984 se estimé que 500 millones
de personas estaban infectadas con Entamoeba histolytica, de las cuales 40 millones

Construccion de vectores de transfeccion 7
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tenfan colitis o abscesos  extraintestinales y al menos 40000 murieron  ese  ano
(Walsh, 1V88);

En México se ha calculado que por cada paciente con amibiasis invasora hay
cuatro o cinco portadores asintomaticos (Sepulveda, 1984), ocurriendo la mayor incidencia
en las comunidades pobres y con mal saneamiento ambiental. En un estudio reciente
realizado en nuestro pais, se indica que hubo mds de un millén de casos de amibiasis
intestinal, y tres mil casos de absceso hepdtico amibiano durante 1993 (Cuevas er al.,
1994). El 8.4% de la poblacion mexicana mostrd ser seropositiva para antigenos de
Entamoeba histolytica de los cuales la zona norte del pais resulté la de menor incidencia y
la del centro la de mayor incidencia; confirmando, que México es una zona endémica de
amibiasis (Caballero y Salcedo, 1994). La prevalencia es mas alta en nifos de edad
escolar, debido a que éstos estdn mds expuestos a beber aguas contaminadas ademads de
que algunos de ellos muestran malos hébitos higiénicos (Cifuentes er al., 1994). Para
controlar esto el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) provee atencion social a mas
de la mitad de mexicanos y da tratamiento a mas de la mitad de un millén de casos de
amibiasis intestinal por afio. En dicha institucién, la presencia de casos de amibiasis asi
como la mortalidad causada por esta han mostrado un decremento en afos recientes
(Trevifio et al., 1994).

5.3) Morfologia.

En general las amibas fijadas en cultivo son de forma alargada, tienen lobépodos
que hacen protrucién y un uroide en la parte posterior. Las células menos activas tienden a
hacer esferoidales, sin lobépodos ni uroides, mostrando en todas aperturas pequeiias en la
superficie. La superficie basal de los trofozoitos, que participan directamente en los
fenomenos de adhesion e histolisis, no muestran caracteres morfolégicos especiales, a no
ser por la presencia de escasos y cortos filépodos en su borde externo. La asociacién con
bacterias tiende a aumentar el nimero de especializaciones de superficie de estas células
(Martinez- Palomo, 1982). El citoplasma de los trofozoitos de Entamoeba histolytica se
caracteriza por la ausencia de la mayoria de los organelos diferenciados encontrados en
otras células eucaridticas como por ejemplo: mitocondrias, aunque se han identificado
arias proteinas con funcién mitocondrial (Clark y Rogers, 1995); no contiene peroxisomas
y presenta un aparato de Golgi y reticulo endopldsmico en forma de vesiculas poco
estructurado, mostrando a la amiba como un modelo de célula eucarionte primitiva
(Bekkler-Grunwald y Worstmann, 1993).

5.4) Organizacion del genoma.
5.4.1) Acidos nucleicos.

El contenido total de DNA en los trofozoitos se estima que es de 5x10"* g/nicleo
(Dvorak y col., 1995). El nivel estimado de ploidia de este pardsito se presume que sea por
lo menos 4n y ¢l tamano del genoma haploide de < 20Mb (Willhoeft y Tannich, 1999). En
estudios donde se llevaron a cabo tinciones con compuestos fluorescentes que se unen al
DNA indicaron la presencia de 6 placas que contienen DNA en los nicleos en division,
probablemente correspondan a 6 cromosomas (Gémez-Conde y col., 1997). Ademds,
estudios recientes realizados con DNA de cultivos que provienen de una sola amiba,
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demuestran que cada amiba tiene mds de 4 cromosomas de diferentes tamaiios y estos
cromosomas contienen regiones grandes de homologia (Willhoeft y Tannich, 1999).

5.4.2) Secuencias intergénicas.

Aunque se ha reportado que las secuencias intergénicas son relativamente cortas
(400 a 2000pb ) se considera que contienen todos los elementos “cis-acting” requeridos
para la terminacién y el inicio de la transcripcion de los genes adyacentes. Sin embargo,
también se reporta la presencia de dos genes, EhHMC3 y EhPAK, que estdn fisicamente
unidos, sus transcritos estidn sobrelapados y por lo tanto carecen de secuencias inter
génicas (Gangopadhyay y col., 1997). El andlisis de la secuencia intergénica entre el gen
que codifica para el ameboporo y un marco de lectura abierto (ORF) 5’- 3’ de 0.75Kb,
indica la presencia de secuencias repetidas en tandem como el elemento entremezclado IE
(Cruz-Reyes y col., 1995) y se ha observado, incluso, que esta secuencia también reconoce
un mensajero de 0.7Kb (Cruz-Reyes y col., 1992; Ortiz-Garcia y col., 1997).

A pesar de esa simplicidad o tal vez debido a ella, este protozoario pequefio (10-

40p ) y fragil, sensible a ligeros cambios de temperatura, es capaz de colonizar el intestino 4
grueso de un porcentaje considerable de personas de la poblacién mundial. Como se d1_|
anteriormente en circunstancias ain desconocidas, puede invadir la mucosa intestinal §
eventualmente destruir cualquier tejido del organismo humano. Al mismo tiempo el
parésito evade con éxito las defensas moleculares y celulares del hospedero y encuentra los Sy
requisitos necesarios para su multiplicacién. Sin embargo no se conocen a la fecha lasynam CA"P“S
bases moleculares de procesos fundamentales tales como la diferenciacién del trofozoito a

quiste, el cambio de comensal inocuo a invasor daiiino, los mecanismos de evasién de la

respuesta inmune del hospedero, o los cambios celulares que ocurren durante la divisién

nuclear (Martinez-Palomo, 1982; Vargas, 1994)

5.5) Ciclo biologico. !ZT.

Su ciclo vital es sencillo ya que a diferencia de otros protozoarios patégenos carece
de etapas sexuales o de hospederos intermediarios. Entamoeba histolytica se presenta en la
naturaleza en tres estadios morfolégicos principales, el trofozoito (forma mévil o
vegetativa), el prequiste y el quiste (inmdviles). El ciclo vital de E. histolytica no requiere
una etapa de invasién tisular, de hecho en la gran mayoria de los casos, las amibas viven
como pacificos comensales en el colon (amibiasis luminal).

El quiste es la forma infectiva del parésito, es esférico, mide aproximadamente
12um de didmetro, estd rodeado por una pared de quitina, es tetranucleado con un
cariosoma central en cada ntcleo. El huésped se infecta al ingerir quistes, los cuales viajan
por el aparato digestivo hasta el ileon donde desenquistan, originando un protoplasto
desnudo tetranucleado. Cada uno de los niicleos se divide y el protoplasto da lugar a 8
trofozoitos metaquisticos, uninucleados que migran al ciego y se adhieren a la mucosa
intestinal. Miden de 7 a 40um de diametro, son pleomorfos, muy dindmicos, generalmente
con un pseudépodo frontal, un uroide en la parte posterior y numerosos filopodios. Son
altamente sensibles a los cambios del microambiente, como temperatura, pH, osmolaridad
y potencial redox. Su nicleo, de 4-7 um de didmetro, contiene adosado a la membrana
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interna una gran cantidad de RNA y probablemente DNA en forma de cromatina
condensada y en el centro un endosoma rico en DNA., En el citoplasma hay numerosas
vacuolas, cuyo contenido varia desde eritrocitos y bacterias hasta desechos celulares.

La forma activa, el trofozoito, vive adherido al intestino delgado y grueso, donde se
alimenta de bacterias y células del huésped, se divide por fisién binaria y puede seguir una
de varias vias como: 1) vivir en el intestino como comensal, 2) enquistarse, 3) invadir la
mucosa intestinal y producir desde sintomas leves hasta disenteria grave, 4) invadir otros
6rganos entrando eventualmente al torrente circulatorio originando asi las formas invasoras
extraintestinales de las amibiasis produciendo por ejemplo absceso en higado al que llegan
por la vena porta; impidiendo asi completar su ciclo de vida al no regresar al lumen del
intestino; o, 5) salir al ambiente con las heces para morir inmediatamente debido a su poca
resistencia a las condiciones atmosféricas. Los mecanismos moleculares que definen cudl
via seguirdn los trofozoitos se desconocen casi en su totalidad (Aikat, 1989; Citado por
Martinez-Palomo 1989). :

Los individuos infectados eliminan aproximadamente 45x10° quistes (de 8-20um de
tamano) al dia, de donde son impulsados por el viento contaminando a vegetales, frutas y
agua potable, convirtiendo a éstos como fuentes potenciales de contaminacién. Pueden
sobrevivir en las heces por 8 dfas a temperaturas que oscilan entre 20 y 40°C y por periodos
hasta de 40 dias de 2°C a 6 °C, resistiendo incluso temperaturas de congelacion. Resisten
cloro a las concentraciones que se usan en el agua potable, siendo destruidos solo por los
procedimientos de filtracién, método de electrdlisis, ebullicién, yodo y dcido acético.

Las formas mds frecuentes de transmisién son la contaminacién de alimentos y la
transmisién de persona a persona. El mayor riesgo estd asociado con los portadores
asintomaticos de quistes, especialmente si estos estan dedicados al manejo y preparacion
de alimentos.

Otro factor importante en la transmisién es la forma en que se eliminan las excretas
humanas en una comunidad. La contaminacién fecal de las manos por falta de higiene y la
contaminacién del agua a través del fecalismo al aire libre que lleva a las heces hacia rios,
arroyos o depésitos de agua mal protegidos, son formas en que las heces infectantes pueden
alcanzar altas concentraciones, convirtiéndose en un factor determinante en la transmisién
ya que mientras mayor es la concentracién fecal , mayor es el riesgo de transmision.
(Martinez- Palomo 1989).

Como se muestra en la Figura | el ciclo de vida de E. histolytica inicia con la
infeccién del parssito después de la ingestién de quistes maduros @ en alimentos, agua o
manos contaminadas con heces. El desenquistamiento @ ocurre en el intestino delgado en
donde los trofozoitos € son liberados migrando al colon. Aqui, los trofozoitos se
reproducen por fisién binaria transformandose en quistes @) los cuales son eliminados con
las heces fecales. Debido a la proteccion de la pared, los quistes pueden sobrevivir dias o
semanas en el medio externo siendo asi los responsables de la transmisién de la
enfermedad, contrario a los trofozoitos que en el medio externo mueren rdpidamente. En
muchos casos los trofozoitos permanecen confinados en la luz intestinal (A: infeccién no
invasiva) de los individuos infectados comportdndose como portadores asintomaético
eliminando quistes continuamente. En algunos individuos los trofozoitos invaden la mucosa
intestinal (B: enfermedad intestinal) o a través de la circulacién, invaden el higado,
pulmones, cerebro, etc. (C: enfermedad extraintestinal). Se ha establecido también, que las
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formas invasivas (L. histolytica) y no invasivas (L. dispar) representan especies distintas
siendo morfolégicamente indistinguibles.

Quliste
maduro

Trofozoito

Trofozoito

EEAA
@ = Colonizacidn no invasiva
A= Estadio infectivo = Enfermedad intestinal
Etapa diagndstica = Enfermedad extraintestinal

Figura No. 1.- Ciclo de vida de Entamoeba histolytica.

5.6) Cuadro clinico.

En general y tomando en consideracién los mecanismos de adquisicién de la
amibiasis y las posibilidades de emigracién de los trofozoitos en el individuo infectado, que
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generalmente se inicia la infeccion por via intestinal, por ello desde el punto de vista
clinico, la amibiasis se ha clasificado de la siguiente manera:
[.- Amibiasis intestinal

a) Aguda.

b) Croénica.

I1.- Amibiasis extraintestinal

a) Hepdtica.

b) Pulmonar.

¢) Cerebral.

d) Mucocutanea.

e) otras.

Por esta razon, varios grupos de investigadores han explorado otras caracteristicas
de E. histolytica aparte de las morfolégicas, que pudieran correlacionarse con el
comportamiento biol6gico de las distintas cepas amibianas. Tales caracteristicas son por
ejemplo los mecanismos de patogenicidad de la amiba.

5.7) Mecanismos de Patogenicidad.
5.7.1) Adhesion.

Ya que la interaccién entre el pardsito y la célula huésped es multifactorial; en un
primer paso, la amiba reconoce a la célula huésped a través de moléculas de adhesion entre
las que se encuentra por ejemplo la: lectina de 220Kda que reconoce c€lulas epiteliales
(Rosales-Encino, et al.,1987) y la adhesina de 112Kda (Arroyo y Orozco, 1987), la cual se
identificé empleando anticuerpos monoclonales inhibidores de la adhesién y por lo tanto de
la fagocitosis de la célula blanco (Rodriguez et al., 1994). Asi mismo, se han identificado
las otras adhesinas con peso molecular de 90 y 24Kda, las cuales fueron identificadas con
antisueros dirigidos contra proteinas totales de Entamoeba histolytica y contra la adhesina
de 112Kda. Su participacion en el proceso de adhesién de la amiba se comprobé realizando
una mutacion en estas proteinas la que dio como resultado un fenotipo deficiente en
adhesion (Rodriguez, et al., 1989). Y la Lectina-Galactosa (L-170kda), la cual media la
adherencia amibiana a mucina colénica humana y al epitelio intestinal siendo un
prerrequisito para la invasividad (Seguin-Mann 1995). En el segundo paso varias moléculas
efectoras como el ameboporo y la cistein-proteasa neutra destruyen a la célula blanco
(Keene et al; 1986).

5.7.2) Proteinasas cisteinicas

Las proteinasas cisteinicas (CP) en E. histolytica son responsables de algunos
efectos considerados importantes para la patogenicidad de la amiba. Estas proteasas
purificadas destruyen monocapas de fibroblastos en cultivo (Keene er al; 1990), se ha
comprobado que su actividad guarda una correlacién directa con su virulencia (Lushbaugh
et al; 1985; Keene et al, 1990). Bruchhaus en 1996 identificé tres nuevos genes de CP
(CP4. Cp3 y CP6) las cuales se expresan en amibas xénicas y axénicas. Jacobs et al; en
1998 han aislado y caracterizado la cistein proteasa CPS5, la cual es exclusiva en E.
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histolytica  expresandose en niveles elevados. La proteasa CPS estd asociada a la
membrana y se localiza como puntilleo en parches sobre la superficie de la amiba.

5.7.3) Ameboporo.

Como se mencioné anteriormente una de las principales funciones patogénicas de
E. histolytica es su notoria capacidad citolitica. Se ha reportado que Entamoeba histolytica
produce una proteina llamada ameboporo, capaz de formar canales i6nicos o poros en
membranas lipidicas asi como, destruir células blanco por lo que se le ha considerado como
un candidato primario para mediar esta extraordinaria actividad citolitica del pardsito
(Lynch et al; 1982; Young et al; 1982; Rosenberg et al; 1989; Leippe et al; 1991; 1994a;
Leippe y Muller-Eberhand, 1994). Tanto por la secuencia deducida de la proteina asi como
por el andlisis de secuencia del gen y confirmado por espectrometria de masas ha sido
resuelta la estructura primaria de los 77 residuos que conforman el ameboporo los cuales
incluyen 6 residuos de cisteina, tiene una conformacién de alfa hélice (4 hélices
anfipaticas) estabilizada por 3 puentes disulfuro que le confieren una estructura
relativamente rigida y una masa molecular de 8kDa (Leippe er al; 1992, 1994b). Se ha
encontrado que el ameboporo existe en forma de péptidos maduros y potencialmente
activos dentro de los grdnulos citoplasmicos de los trofozoitos de amiba (Leippe et al;
1994b). Aspectos genémicos del ameboporo indican que es codificado por una sola copia
del gene, como lo demostré el anélisis de Southern blot de DNA genémico de E. histolytica
patégena digerido con varias enzimas de restriccion (Leippe et al; 1992). La comparaci6n
entre secuencias de cDNA y DNA gendmico revelé que el gen del ameboporo carece de
intrones, lo cual es caracteristico para todos los genes estructurales de Entamoeba
histolytica analizados hasta la fecha (Bruchhaus et al; 1993). Por otro lado se conoce una
familia de ameboporos que consiste de 3 isoformas (ameboporo A,B y C), que presentan
una divergencia considerable en sus estructuras primarias pero con propiedades funcionales
similares. Aun cuando las 3 isoformas exhiben actividad formadora del poro hacia
vesiculas lipidicas éstas difieren en su cinética de formacién del canal iénico (Leippe et al;
1991; 1992; 1994b). Actualmente se cree que para que el trofozoito destruya la célula
blanco requiere de varios pasos consecutivos inicidndose por el reconocimiento de la célula
mediado por lectinas-Gal especificas produciéndose asi una estrecha adherencia a través de
la cual la amiba descarga sus granulos citopldsmicos en la zona de contacto (Leippe 1997;
Brancha ez al; 1999). Asi el ameboporo es insertado en la membrana sin la necesidad de
interaccionar con receptores especificos de membrana. Posterior a la insercién, las
moléculas del ameboporo tienden a oligomerizarse, debido a la interaccién péptido-
péptido, formando asi canales i6nicos, que eventualmente resultan en la lisis de la célula
blanco. La dependencia de contacto mostrada asi como la rdpida reaccién citolitica son
pasos parecidos a aquellos mostrados por los linfocitos citotéxicos (Ravdin y Guerrant,
1982; Tschopp u Nabholz, 1990). También, se han encontrado similitudes tanto
estructurales como funcionales (Leippe, 1995) entre el ameboporo y otros polipéptidos
efectores tales como NK-lisina y la granulisina, presentes en las células natural killer (NK)
y células T citotéxicas de humano y de cerdo (Andersson er al; 1995; Pefia et al; 1997;
Stenger et al; 1998). Ailn cuando se ha propuesto una actividad citolitica del ameboporo
hacia las células humanas, esto solo ha sido demostrado por experimentos in vitro (Leippe
et al; 1994% Berninghausen y Leippe, 1997), sin embargo la prueba definitiva del papel que
el ameboporo tiene en la patogénesis de los trofozoitos de E. histolytica ain no estd
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esclarecida. Esto se debe principalmente a que no ha sido posible hasta el momento inhibir
de manera especifica la actividad de la proteina, ni tampoco el obtener parésitos knock-out
carentes del ameboporo in vive. Como un primer acercamiento, recientemente fue
reportada la inhibicién parcial (60%) del ameboporo utilizando una estrategia usando una
transfectante que transcribe un RNA antisentido de la secuencia completa del gen que
codifica para el ameboporo A (AP-A), que es la isoforma mayoritaria, y sus secuencias
UTR 5" y 3". Los resultados mostraron que estos pardsitos transfectantes disminuyeron
significativamente su capacidad patogénica (Bracha et al; 1999). Aun cuando estos
resultados muestran una correlacion entre la disminucién de la capacidad patogénica de los
parésitos transfectantes y la disminucién de los niveles de expresién del AP-A, seria
necesario contar con la obtencién de pardsitos knock-out para dar conclusiones definitivas.

5.8) Knock-out ( inactivacion de genes).

Las mutaciones génicas sitio dirigidas llegaron a ser posibles al final de los afios
ochenta, gracias a los avances logrados en biologia molecular. En primer lugar, se requiere
de la clonacién del gen o de un fragmento del mismo y su propagacién en la bacteria.
Posteriormente se disefian las modificaciones genéticas necesarias para inactivar la funcién
normal del gen. En esta construccién, se afaden genes que confieren resistencia a
antibiéticos (neomicina, higromicina, etc) con el fin de seleccionar a aquellas células
eucariticas que han captado el transgen. Finalmente la construccién genética es
introducida a la célula blanco por diversos métodos como electroporacion, microinyeccién,
transfeccion por fosfato de calcio, etc. obteniéndose la célula blanco transfectada ahora
resistente al antibidtico de seleccién y expresando ya sea el gen exdégeno mutado o
remplazando el gen enddgeno (knock-out) por un gen exdgeno. Para llevar a cabo este
procedimiento se pueden utilizar secuencias homélogas a un sitio especifico para dirigir
este evento a un destino conocido denomindndose a este procedimiento recombinacién
homéloga, o utilizar secuencias no especificas llevandose a cabo la recombinacién en sitios
no previstos resultando en una recombinacién no dirigida.

El término recombinacién homéloga es cominmente intercambiable con el término
“gene targeting”. Siendo usado para insercion o reemplazamiento (interrupcién de un gen o
Knock-out). En el reemplazamiento del gen una secuencia enddgena es precisamente
reemplazada con una secuencia homéloga contenida sobre el vector usado. En el
reemplazamiento de un gen no es necesario hacer un cambio en el nimero de nucleétidos
del genoma, ya que el reemplazamiento del gen no necesita aumentar el genoma con
secuencias fordneas. Ha sido demostrado para que el reemplazamiento del gen pueda ser
promovido es necesario realizar digestiones en el DNA de la construccién dentro de las
secuencias del vector, liberando la secuencia que contendra la regién homoéloga en los
extremos del fragmento que se usard en la transfeccion, esto para que la homologia de la
secuencia transfectada sea colineal con el blanco genémico.

5.9) Recombinaciéon homéloga.
La recombinacién homdéloga (también llamada “recombinacién general”) puede ser
definida como cualquier proceso en que secuencias de DNA similar intercambian

informacién genética una con otra. Este tipo de recombinacién homéloga es denominada
no sitio especifica y es distinguible de la recombinacién sitio especifica o de la
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recombinacién transposicional, en que no es necesario una secuencia de DNA 100%
identica. Es decir la recombinacién homéloga puede ocurrir entre 2 secuencias cualesquiera
siempre y cuando entre las 2 secuencias haya suficiente homologia. La recombinacién es
un evento que se lleva a cabo en varias células el cual involucra un intercambio de
informacién genética entre secuencias de DNA diferentes. Este fenémeno participa en la
generacion de uno de los eventos esenciales para la evolucién y la variabilidad entre
individuos de una especie. Sin la recombinacién genética el contenido de cada cromosoma
tendria siempre los mismos alelos (formas alternativas de un gen ) y cambiaria sélo por
mutacién. Si se acumularan mutaciones deletéreas se eliminaria el cromosoma completo asi
como las mutaciones favorables para el organismo. Por el intercambio de genes, la
recombinacién permite que mutaciones favorables y desfavorables sean probadas como
entidades individuales y permite que mutaciones desfavorables sean eliminadas sin afectar
otros genes a los que estuvieron unidos en el pasado.

La recombinacién involucra el intercambio fisico entre las correspondientes
cadenas de DNA. Durante este evento se realiza la unién hibrida de dos cadenas parentales
(hetero diplex). Este evento inicia con el alineamiento de las dos hélices de DNA que van a
recombinar, posteriormente se realiza un corte en una de las cadenas de ambos duplex,
entonces cada extremo libre se aparea con la cadena complementaria de DNA formando el
hetero ddplex. En la siguiente fase aumenta el numero de bases con apareamiento
entrecruzado a través de las cadenas (migracién del hetero diplex ) y finalmente las
moléculas de DNA se separan. Para separar a los diplex en recombinacién se realiza otro
corte en una de las cadenas, si se corta la misma cadena donde ocurri6 el primer corte
entonces, las cadenas que se liberan corresponden a las cadenas parentales pero
conteniendo un hetero ddplex. Si se corta la otra cadena se generan moléculas DNA con
regiones de ambos diplex parentales unidas por el hetero diplex. (Lewin. B.,1997).

La recombinacién homoéloga entre una secuencia de DNA transfectado y una
secuencia de DNA gendmico homdloga (el blanco) es una aplicacién experimental de la
capacidad de la célula para desarrollar recombinacién homdloga, resultando en la
alteracién programada de una secuencia endégena. Esto ha llegado hacer una prictica
comiin usdndose el termino recombinacién homdéloga o “gene targeting” .

Utilizado para alguno de los siguientes propdsitos:

1) Aprender acerca de la estructura y funcién del gen.

2) Crear modelos de animales para enfermedades

3) Curar enfermedades genéticas.

Recientemente se asumié basdndose en estudios en su mayoria en procariontes, que la
frecuencia de insercion, intercambio de un fragmento o el reemplazo completo del gen
aumenta con el incremento de la longitud de la secuencia homéloga. Datos derivados de un
experimento sobre recombinacién intracromosomal determinaron que la minima longitud
de homologia es de 150pb.

5.10) Vector de tranfeccion.
Un vector de transfeccion es aquel que nos permite transportar, amplificar y
expresar una secuencia exdgena. Existen diversos tipos de vectores de transfeccion entre

los que se encuentran los plasmidos, fagos, minicromosomas, etc. La seleccién del vector
de transfeccién depende de varios factores, como los requerimientos en el tamano del
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inserto a clonar como de la célula receptora que lo contendrd ya sea para su amplificacién,
mutacién, expresion, etc.

Los vectores de DNA de plasmido son uno de los mas utilizados por sus miiltiples
ventajas. Estos se replican por si mismos como moléculas de DNA extracromosomal en
casi todas las especies de bacterias. En la naturaleza, los pldsmidos son comunes
presentando diferentes caracteristicas como: variaciéon en estructura, tamano, modo de
replicacion, nimero de copias por célula bacteriana, habilidad para propagarse en diferentes
bacterias y transferencia entre especies de bacterias, etc.

La replicacion del pldsmido depende de las proteinas de la célula huésped, pero
también puede requerir funciones que se codifican en el plasmido.

Los plasmidos llevan genes que son especificos para una amplia variedad de
funciones incluyendo: resistencia a antibidticos, resistencia a metales pesados, sensibilidad
a mutdgenos, sensibilidad o resistencia a bacteriéfagos, produccién de enzimas de
restriccion, produccion de aminodcidos poco frecuentes, produccién de toxinas,
determinacion de virulencia, catabolismo de moléculas orgdnicas complejas, habilidad para
formar buenas relaciones simbidticas y habilidad para transferir DNA de un reino a otro.

Todos los vectores de DNA de pldsmidos contienen tres caracteristicas en comun:
un replicén, un marcador de seleccién y un sitio de clonacién. El replicén es una fragmento
de DNA que contiene el sitio de inicio de replicacion del DNA (origen de replicacién u
ori) y que también incluye genes que codifica RNAs y proteinas que son necesarias para la
replicacién. El marcador de seleccién, es necesario para seguir manteniendo la presencia
del plasmido en c€lulas, es usualmente dominante y este gen generalmente codifica para la
resistencia a algin antibidtico. El sitio de multiclonacién es un fragmento de DNA que
contiene diferentes sitios tGnicos de reconocimiento de endonucleasas de restriccién dentro
del cual puede ser insertado el DNA fordneo sin interferir con la estabilidad del plasmido
para replicar o para conferir un fenotipo de seleccién sobre su huésped. Por lo tanto
algunas de las caracteristicas basicas a considerar cuando se selecciona un vector de DNA
de pldsmido incluye el tamafio del vector, su nimero de copias, la regién de policlonacién
y la habilidad para seleccionar las clonas positivas. (Frederick.M.Ausubel ez al; 1995).

5.11) Transfeccion.

Las técnicas de transfeccion son el equivalente de las técnicas de
transformacion en procariontes. Han sido usadas una variedad de técnicas para transferir
secuencias nuevas de DNA dentro de células eucariontes superiores in vitro que se basan
en la introduccién de material exégeno en el genoma de ese organismo. Hay dos tipos de
transfecciones (descritos en células de mamiferos) transitoria y estable o permanente. En
una transfeccidn transitoria, la transcripcion del gen puede ser analizado entre 1 y 4 dias
después de haber introducido el ADN. Por otro lado, muchos experimentos requieren la
formacién de lineas celulares que contengan el gen(s) los cuales son integrados dentro del
ADN cromosomal dando como resultado una transfeccion estable o permanente.

Podemos considerar dos grandes grupos de técnicas de transfeccién: 1)
Métodos fisicos que se basan en el uso de sistemas mecénicos, no biolégicos, para lograr la
inserci6én de material genético en las células. Los principales son: Electroporacién y
Microinyeccién y 2) Métodos quimicos basados en la formacién de complejos que las
células sean capaces de adquirir e incorporar, bien sea directamente mediante la ruta
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endocitica (fosfato cédlcico, DEAE dextrano) o a través de las membranas (lipofeccién)
utilizando vehiculos biolégicos como liposomas, DNA viral y retroviral (0 RNA).

En el primer caso, durante la microinyeccién el DNA exégeno es introducido
directamente dentro del niicleo de la célula receptora mientras que en la electroporacion,
una descarga eléctrica crea o dota a la membrana de cierta permeabilidad al DNA exdégeno
durante unos pocos segundos. Si las células sometidas a dicho choque eléctrico estdn
sumergidas en un medi6 rico en DNA de plasmido algunos de ellos penetran a la célula.

El método del fosfato célcico esta basado en la obtencién de un precipitado entre el
cloruro de calcio y el ADN en una solucién salina de fosfatos. En esta situacién co-
precipitan formando unos agregados que son endocitados/fagocitados por las células.
Aparentemente el agregado de calcio protege al ADN de la degradacién por las nucleasas
celulares aunque el mecanismo atin no se conoce con precisién. El tamafio y la calidad del
precipitado es critico para el éxito del proceso.

6 ANTECEDENTES DIRECTOS

En Entamoeba histolytica hasta la fecha solamente se ha logrado el establecimiento
de condiciones para obtener una transfeccion transitoria y transfeccién estable episomal.
Esto sélo ha permitido la caracterizacion parcial de algunas moléculas dejando preguntas
ain sin responder. Ejemplo de esto es el estudio del ameboporo en el que evidencias
obtenidas in vitro proporcionaron informacién indirecta de su participacién en la
patogénesis de este pardsito. Posteriormente experimentos utilizando secuencias antisentido
para bloquear la expresiéon del ameboporo han mostrado una correlacién entre la
disminucién de la capacidad patogénica de los pardsitos transfectantes y la disminucién de
los niveles de expresion del AP-A. Sin embargo esta inhibicién es solamente parcial (60%)
por lo que seria necesario contar con la obtencién de pardsitos knock-out y poder asi no
solo analizar el fenotipo de estos pardsitos nulos en la proteina sino incluso saber si hay o
se activan otras moléculas capaces de sustituir sus funciones. También con este sistema
serfa posible poder realizar experimentos de reconstitucién que confirmen de manera
definitiva la participacién de la proteina en todos los fenémenos en los que se propone esté
involucrada. Ya que el ameboporo es gen de copia unica, este modelo resulta ideal para
establecer las condiciones para la obtencién de amibas knock-out.

7  JUSTIFICACION

Los antecedentes antes descritos nos muestran la importancia de establecer
condiciones que permitan la obtencién de Knock-out en Entamoeba histolytica, por lo que
los objetivos de este trabajo se centran en la construccién de dos vectores de transfeccion
que permitan la obtencién de amibas knock-out del ameboporo, gen utilizado como modelo
en el presente proyecto.
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8 OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Construccién de dos vectores de transfeccién (pAP5°-Neo-AP3” y pAPS5"-Hyg-
AP3") para la futura obtencién de un Knock-out en Entamoeba histolytica.

OBJETIVOS PARTICULARES.

» Determinar el nimero de nicleos de trofozoitos de Entamoeba histolytica.
» Purificar DNA de los pldsmidos pBS:Neo y pBS:Hyg.

» Amplificar por PCR las regiones flanqueantes 5’ y 3’ del ameboporo de Entamoeba
histolytica a partir de DNA genémico de amiba.

» Clonar las regiones amplificadas anteriormente (AP5” y AP3”) en los vectores
pBS:Neo y pBS:Hyg que contienen las regiones que codifican para neomicina e
higromicina respectivamente, para obtener los vectores de transfeccion pAP5’-
Neo-AP3”"y pAP5"-Hyg-AP3".
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ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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Figura No 2 Estrategia Experimental
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Construccion de vectores de transfeccién

19



Introduccién

DIAGRAMA EXPERIEMENTAL

Hind 111

Hinc 11 Sph 1

421 pb

T4 DNA ligasa

T e o

Kpn 1

278 pb

T4 DNA ligasa

Figura No 3 Diagrama Experimental
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10 MATERIALES Y METODOS

10.1) Material Biologico.
10.1.1) Bacterias.
& Escherichia coli DH10B.

Son altamente eficientes, quimicamente competentes para generar bibliotecas
geonémicas. La cepa DHI0B es endAl, lo cual mejora la calidad del ADN de pldsmido
obtenido de mini-preparaciones. Es hsdRMS, lo que permite clonar el ADN sin que se
digiera por endonucleasas de restriccion internas. La eficiencia méxima de las células
calcio competentes DHI0B es de 1x10° transformantes/ug de monémero pUC19 ADN en
una reaccion de transformacién de 100 pl.

e >1x10° eficiencia de transformantes/ pg para la construccién de bibliotecas o

transformaciones de ADN en cantidad limitante.

e Eliminacion de los sistemas de restriccion mcerA, mcrB, mrrRMS para permitir

la construccién de bibliotecas geonémicas mas representativas.

e Acepta plasmidos de tamafio grande debido a la mutacién de endAl.

Genotypo: F mcrA A(mcr-hsdRMS-mcrBC) ®80dlacX74 deoR recAl endAl araD139A
(ara,leu)7967 galU galKA\ rpsL nupG.

& Escherichia coli SURE.

Reducen arreglos y eventos de delecion. Sirven para clonar ADN con secuencias
repetidas invertidas o estructuras secundarias, como Z-ADN que puede ser rearreglada o
eliminada por otro sistema de reparacién de E.coli . Las células SURE facilitan la clonacién
de ADN que contiene esas estructuras irregulares por la remocién de genes asociada con el
rearreglo y eliminacién de estos ADN. El sistema de reparaciéon UV (uvrC) y la via de
reparacién SOS (umuC) involucrados en la reparaciéon de lesiones del ADN, y cuya
remocién resulta en un incremento en la estabilidad del ADN 10 a 20 veces mayor
conteniendo repetidos invertidos largos. Las proteinas SbcC y Rec] de E. coli estdn
involucradas en ciertos tipos de recombinacién y mutaciones grandes en estos genes han
incrementado la estabilidad de estructuras Z-ADN. La combinacién de las mutaciones de
recB y recl confieren un fenotipo deficiente en recombinacién a las células SURE ya que
reduce enormemente la recombinacién homéloga, de la misma manera que una mutacién
en el gene recA. Las células SURE son también restriccién-negativa mcrA, (mcrCB-
hsdSMR-mrr) 171 lo que permite la clonacién de ADN metilado. El gene endAl ha sido
mutado para obtener alta calidad de ADN de pldsmido en mini-preparaciones que puede
ser producido desde estas células.

Genotipo: 4(mcrA) 183 (mcrCB-hsdSMR-mrr) 173 endAl supE44 thi-1 recAl gyrA96
relAl lac Kan' [F'proAB lacl® ZAM1S5 Tn 10(Tet')
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10.1.2) Pardsitos.

Se utilizé la cepa de Entamoeba histolytica HM-1:IMSS, la cual se crecié en
condiciones axénicas en medio TYI-S-33. (Diamond et al; 1978)

10.1.3) Plasmidos.
10.1.3.1) pBS:Neo (3997pb).

Este vector contiene la secuencia de 792 pb que codifica para Neomicina (Neo) que
confiere resistencia a G418 amplificada por PCR, clonado en los sitio Hinc II del sitio de
policlonacion del vector pBlue Scribe(-). En la secuencia del esqueleto del vector esta
contenida la secuencia que codifica para Ampicilina usada para seleccionar bacterias
conteniendo el plasmido.

10.1.3.2) PBS:Hyg (4229pb).

Este vector contiene la secuencia de 1026 pb que codifica para Hygromicina (Hyg)
amplificada por PCR, clonado en los sitio Msc 1y EcoR V del sitio de policlonacién del
vector pBlue Scribe(+). En la secuencia del esqueleto del vector estd contenida la secuencia
que codifica para Ampicilina usada para seleccionar bacterias conteniendo el plasmido.

10.2) Extraccion del ADN de amiba
Referencia: Rebeca Manning Cela (Mezcla de varias técnicas).

Se coseché de 1-10 X 10° amibas en fase logaritmica de crecimiento (48 horas), se
centrifugéd a 1800rpm/ 4min., la pastilla se lavo 3 veces con PBS, se resuspendié
cuidadosamente en un volumen igual de buffer de lisis frio y se revisé la integridad de las
amibas al microscopio, se agregé Nonidet P-40 al 10% a una concentracién final del 1% y se
agit6 vigorosamente dentro del baiio de hielo, se revisé al microscopio la ruptura de todas las
amibas y la integridad de los nicleos, la suspensién de nicleos se colocé sobre 10ml.de un
colchén de sacarosa 1M en tubos Corex de 30ml y se centrifugé a 6000rpm/12 min. (rotor
sorvall HB-4), se retir6 con cuidado el sobrenadante y se resuspendié la pastilla muy
suavemente en 500ul de EDTA 0.5M pHS8/sarcosil 1%, se extrajo con un volumen igual de
fenol equilibrado con inversiones suaves/ 1 minuto, se centrifugd 3 min. para separar las fases
y se retird la fase orgdnica (que en este caso es la fase superior, ya que a tan alta concentracion
de sal usada las fases se invierten), se extrajo nuevamente con un volumen igual de fenol
equilibrado como se indicé anteriormente, se extrajo 2 veces mas con un volumen igual de
cloroformo-isoamilico recuperando en ambos casos la fase acuosa (fase superior), el ADN se
precipité con 2.5 volimenes de etanol frio e inversiones suaves hasta que se formé la red, la
cual se recuperd con una punta de micropipeta y se resuspendié con cuidado en S00ul de agua
estéril, se precipité el ADN con 1/10 del volumen de una solucién de acetato de sodio 3M y
2.5 volimenes de etanol frio obteniéndose nuevamente una red, por ultimo el ADN se
resuspendi6 en 500ul de agua destilada estéril y se determiné su concentracién por D.O. y en
geles de agarosa donde también se confirma la integridad y pureza del ADN.
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10.3) Preparacion de Células Calcio Competentes.
Referencia Bibliogréfica.- Dower et al; 1988, Sambrook, er al., 1989.

El tratamiento aplicado a Escherichia coli provoca la eliminacién de la membrana
externa y ademds debilita la pared celular de la bacteria, para facilitar la entrada de ADN de
plasmido al citoplasma bacteriano. La preparacion de las células es un proceso muy
delicado en el que hay que cuidar que las bacterias se encuentran en fase logaritmica de
crecimiento y que todas las soluciones estén a 4°C y el procedimiento se haga en frio. Se
prepararon las células calcio competentes de las siguientes cepas DH5a, DH10B y SURE;
para lo cual se realizé el siguiente método para cada una de ellas:

Se inoculé una colonia bacteriana fresca en 20 ml de medio LB en un matraz de
250 ml y se dejé toda la noche. De este cultivo se tomaron 2 ml y se pusieron en un matraz
de 250 ml con 20 ml de medio TYM, en este paso el cultivo se dejé crecer hasta que se
observé una D.O. entre 0.2-0.8. Se colocé todo el cultivo anterior en un matraz de 2 It el
cual tenia previamente 100 ml de medio TYM y se dejo6 incubar a una D.O. entre 0.5 a 0.9.
Se agreg6é medio TYM hasta que alcanzé los 500 ml finales y se dejo crecer hasta que
alcanzé una D.O. de 6.0 (esta lectura debe ser exacta ya que cualquier variacién influye de
manera considerable en la eficiencia de las células); el cultivo se colocé inmediatamente
dentro de agua con hielo. Se centrifugé a 4000rpm 15°/4°C posteriormente se deseché el
sobrenadante se resuspendié muy suavemente en 100ml de la solucién TFBI. Después se
centrifugé a 4000 rpm/ 8min./ 4°C, se desecho el sobrenadante se resuspendié muy
suavemente en 20 ml de la solucién TFBII. Se distribuy6 en fracciones de 150ul en tubos
eppendorf y se congelaron en hielo seco-etanol, finalmente se almacenaron en el
ultracongelador. Posteriormente las células se transformaron con diferentes concentraciones
de ADN de plasmido (0.1, 1.0 y 10 ng), para conocer su eficiencia de transformacién. Cabe
mencionar que para lograr una transformacion exitosa la eficiencia de las células
competentes debe de encontrarse dentro de los limites establecidos (107 y 10°
transformantes/ pg ADN).

10.4) Diseiio de oligonucleétidos.
Referencia Bibliografica.- Sambrook, J. et al; 1989.

Un oligonucléotido es una cadena de acido nucleico formado por un nidmero
variable de bases nitrogenadas que van desde 10 hasta 30 nucléotidos. También conocidos
como primers, sirven para alinearse con el ADN de cadena sencilla para formar un
segmento de cadena doble, que sirve como cadena iniciadora para la amplificacién sucesiva
de la reaccién en cadena de la polimerasa. Para el disefio de los primers es necesario
conocer la secuencia de nucléotidos de la cadena que se desea amplificar; también se debe
considerar que los primers tengan una Tm muy parecida (esto se logra aumentando o
disminuyendo el nimero de nucléotidos de cada primer hasta lograr su homogenizacién en
contenido de GC y por lo tanto de su Tm). Finalmente se debe incluir al inicio y final del
primer ciertas secuencias que sean reconocidas por enzimas de restriccion, esto con el fin
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de manipular el producto de PCR 'y asi facilitar su clonacién a secuencias circulares de
ADN autoreplicativas (pldsmidos, cosmidos, etc.).

En base a la secuencia nucleotidica de las regiones flanqueantes 5’ y 3’ del
ameboporo se disefiaron oligonucleétidos para amplificar cada una de ellas. Para cada
fragmento se disefid un oligonucleétido sentido y otro antisentido conteniendo la secuencia
que corresponde a la regién flanqueante del ameboporo en el extremo 3’ y en su extremo 5’
una secuencia para el corte con la enzima de restriccion que se utilizé en la estrategia de
clonacién. También al final del extremo 5’ se agregaron los nucledtidos necesarios para
asegurar un corte eficiente por las enzimas de restriccién considerando que éstas estdn en
un extremo.

El disefio de los primers fue el siguiente, indicandose en todos los casos en negrillas el sitio
de restriccion agregado para la posterior clonacién de los productos amplificados y la Tm
de cada primer se indica a la derecha de cada uno.

Ameboporo 1 Sentido (+). De la secuencia -402 a la —387 del ATG (+1) de la secuencia
del gen del ameboporo.

CATAAGCTTGGGAGAGTCGAAGTATG  Tm=33
Hind 111

Ameboporo 2 Antisentido (-). De la secuencia -1 ala-18 del ATG (+1) de la secuencia del
gen del ameboporo.

GGGGGTCAACGATTGTTTGTAAGATATG  Tm=53
Hinc 11

Ameboporo 3 Sentido (+). De la secuencia +294 a la +311 del ATG (+1) de la secuencia
del gen del ameboporo.

GCTCTAGATAAGTTTTAAGCTACTC  Tm=48
Xbal

Ameboporo 4 Antisentido (-):
De la secuencia +556 a la +532 del ATG (+1) de la secuencia del gen del ameboporo.

GGGGTACCCCAATAGATACTCTTCTTG  Tm=55
Kpnl

Ameboporo 5 Antisentido (-):
De la secuencia -1 ala-18 del ATG (+1) de la secuencia del gen del ameboporo.
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GCAGCTGTGCATGCGATTGTTTGTAAGATATG  Tm=57
Sph1

10.5) Acoplamiento de oligonucle6tidos

Ameboporo 5" (AP5")

Sentido

I GGGAGAGTCGAAGTATG |

lGTATAGAATGTl‘l‘G‘lTAGC w
£

Anti-sentido Hinc I

Fig. No 4. Acoplamiento de los primers Ameboporo 1 (sentido) y Ameboporo 2
(antisentido) de la Region flanqueante AP5’ (421pb) del gen del ameboporo. El producto de
PCR se usara para su posterior clonacién en pBS:Neo.

Ameboporo 3° (AP3")

Xbal Sentido

TAAGTTTTAAGCTACTC r“"‘“__‘

SI

| GTTCTTCTCATAGATAACC |y

Anto-sentido

Fig. No 5. Acoplamiento de los primers Ameboporo 3 (sentido) y Ameboporo 4
(antisentido) de la Region flanqueante AP3°(278pb) del gen del ameboporo. El producto de
PCR se usara para su posterior clonacion en pBS:Neo.
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Ameboporo 5° (APS")

Sentido
Hindlll

‘ A I GGGAGAGTCGAAGTATG | B

SI A

1
{ cGTACG JTGTCGACG]|

| GTATAGAATGTTTGTTAG

Anti-sentido Sph I
3 5

Fig. No 6. Acoplamiento de primers Ameboporo 1 (sentido) y Ameboporo 5 (antisentido)
de la Region flanqueante AP5’ (434pb) del gen del ameboporo. El producto de PCR se
usara para su ulterior clonacién en pBS:Hyg.

Ameboporo 3” (AP3")

GTTCTTCTCA
| TAGATAACC

Anti-sentido  Kpn 1

Fig. No 7. Acoplamiento de primers Ameboporo 3 (sentido) y Ameboporo 4 (antisentido)
de la Region flanqueante AP3’ (278pb) del gen del ameboporo. El producto de PCR se
usara para su ulterior clonacion en pBS:Hyg.
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10.6) PCR
Referencia Bibliogréfica.- Sambrook, J. et al; 1989.

La reacciéon en cadena de la polimerasa es un procedimiento rdpido para una
amplificacién enzimdtica in vitro de un segmento especifico de ADN, que se encuentra
entre dos regiones de secuencias conocidas, generando millones de copias a partir de una
sola molécula. Esta técnica emplea a la enzima denominada “ADN Polimerasa I” la cual
interviene en la sintesis del ADN de la célula. Comercialmente se le conoce como “Taq”,
ya que proviene de la bacteria Thermus aquaticus y es capaz de llevar a cabo la sintesis de
ADN a temperaturas superiores de 90°C. La reaccién de PCR consiste en varios ciclos
repetidos a diferentes temperaturas para amplificar el ADN describiéndose a continuacién
cada una de estas etapas:

1. Desnaturalizacion.- esta etapa tiene como objetivo separar todo el ADN de doble
cadena y convertirlo en ADN de cadena sencilla. Es necesario que se lleve acabo a
una temperatura superior a 90°C e inferior a 100°C. en un tiempo de 20-30”"

2. Alineamiento.- consiste en el acoplamiento del oligonucléotido, cebador o primer,
con la cadena molde de ADN para ayudar a la enzima Taq a reconocer un segmento
de doble cadena: esta etapa se realiza a una temperatura que varia de acuerdo a la
Tm (temperatura de desnaturalizacién de cada oligonucléotido) y el tiempo fluctia
entre 10y 207",

3. Sintesis.- como su nombre lo indica esta etapa consiste en la reaccién de la enzima
Taq para incorporar nucléotidos y completar la sintesis del ADN. La reaccién se
lleva a cabo a 72°C y el tiempo esta en funcién del tamano de la cadena a
amplificar.

Se amplifico la region flanqueante APS” para lo cual se utiliz6 como ADN templado el
ADN genémico de amiba y los iniciadores a emplear fueron los siguientes: iniciadores rio
arriba  S'CATAAGCTTGGGAGAGTCGAAGTATG3” (APl) para ambos vectores
pBS:Neo y pBS:Hyg vy los iniciadores rio abajo son: para pBS:Neo
5'GGGGGTCAACGATTGTTTGTAAGATATG3 (AP2); y para pBS:Hyg
5'GCAGCTGTGCATGCGATTGTTTGTAAGATATG3" (APS)

Para la amplificacién de la region flanqueante AP3” que es igual tanto en pBS:Neo
como en pBS:Hyg. Se utilizé también como templado el ADN genémico de amiba; los
iniciadores rio arriba:  5’GCTCTAGATAAGTTTTAAGCTACTC3” (AP3) y rio abajo:
5'GGGGTACCCCAATAGATACTCTTCTTG3" (AP4). Se utilizaron 30ng de ADN
genémico de Entamoeba histolytica HML:IMSS ,100ng de c/u de los primers, 1.25mM de
dNTPs, 50mM de Sulfato de Magnesio, 1/ 10 vol de solucién amortiguadora 10X (Buffer
Taq HiFI), 1 unidad de la enzima Taq ADN Polimerasa HiFi (Invitrogen) y agua Mili Q en
un volumen de reaccion de 100ul. El primer ciclo consisti en desnaturalizar el templado a
95°C/5minutos, Alineamiento a 55°C/Iminuto y Tension a 72°C/3minutos; esto fue seguido
de 34 ciclos con las mismas condiciones anteriores. Finalmente el dltimo ciclo se efectué a
72°C durante 7minutos.
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10.7) Purificacion del Producto de PCR.

Para verificar nuestra amplificacién se corrieron 10 pl de cada muestra AP5’y AP3°
en un gel de agarosa al 1% TBE. Posteriormente el resto de la reaccién del producto de
PCR se precipité con '/10 de Acetato de Sodio 3M mads 2.5 voltimenes de etanol absoluto; se
dej6 a =70°C por 20’, se centrifugd a 12,000rpm/15” a 4°C, se lavé con etanol al 70% y por
ultimo se centrifugd a 12,000rpm/10” a 4°C, se secé perfectamente y se resuspendié en 10
ul finales de TE.

10.8) Electroforesis en geles de agarosa.
Referencia Bibliografica.- Sambrook, J. et al; 1989.

El objetivo de la electroforesis es determinar el peso de una cadena de ADN
basédndose en el principio que cuando una corriente eléctrica pasa a través del gel, el ADN
se desplazard a través del gel en una relacién que es inversamente proporcional al logaritmo
de su peso molecular, por lo tanto una banda de ADN mads corta y con un peso molecular
menor migra mds rdpido que una banda de ADN mas larga.

Para preparar el gel se disolvi6 la cantidad de agarosa necesaria a la concentracion

deseada (1%) en la solucién TBE 1X, después se calenté hasta solubilizarse y se virtieron
10ml sobre un vidrio con un peine que permitié la obtencién de pozos (el no. de pozos
depende de las muestras) donde se colocaron las muestras. Posteriormente ya que se
solidificé el gel se colocé en una cdmara de electroforesis con buffer TBE 1X.
Cada alicuota de ADN de el producto de PCR (AP5y AP37), se mezclé con buffer de
muestra, se colocé en cada uno de los pozos del gel y se corrié a 99 volts, se tifié con
bromuro de etidio (aprox. Al 1%) por 6 minutos, se lavé con agua miliQ durante 10’ y
finalmente se tom¢ la foto en un analizador de imagenes.

10.9) Analisis de restriccion.

Las enzimas de restriccion tienen la propiedad de reconocer secuencias cortas de
unas 4-6 pares de bases en el ADN de doble hebra y cortar el ADN en todos los puntos
donde se encuentre tal secuencia, llamada diana de restricciéon. La cantidad de enzima,
ADN, buffer , concentraciones iénicas , la temperatura y duracién de la reaccién varian
dependiendo de la aplicacién especifica. A continuacién se describen las condiciones
usadas para la digestién de fragmentos y vectores para su clonacion asi como para andlisis
de clonas positivas.

Los ADNs digeridos se utilizaron para reacciones posteriores las enzimas de
restriccién de pasos previos se inactivaron por calor a 65°C/20 minutos. Todas las enzimas
utilizadas fueron adquiridas de BioLabs.

A continuacién se describen las digestiones hechas para todas las construcciones y
su verificacion indicdndose en la parte superior a que reaccién corresponden.
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Para generar extremos cohesivos tanto en el vector como en el inserto se realizaron
las siguientes digestiones:

inserip APS. Inserto AP5’
L 5 Inserto ADN AP5' | 5yl
Buffer 2 10X 1ul Buffer 2 10X 141
ERA 10X il BSA 10X 141
Higd Wl 0:5u1 Hind Il 0.54l
Hinc ll 0.5ul Sph| 0.5u
Hzo 2,U| Hzo 2”|
Total 10 Total 10 yl
Inserto AP3’
AP5’ 5ul
Buffer 2 10X 1ul
BSA 10X 1l
Xbal | 0.5l
Kpn | 0.5ul
H.O 2ul
Total 10 4l
Vector pBS:Neo Vector pBS:Hyg
ADN pBS:Neo 5ul ADN pBS:Hyg 5ul
Buffer 2 10X 1l Buffer 2 10X 1l
BSA 10X 1l BSA 10X 1l
Hind IlI 0.5ul Xbal 0.5ul
Hinc II 0.5ul Kpn | 0.5ul
H.0 24l H.0 2ul
Total 10 ul Total 10 ul

Para verificar que efectivamente se ligé el fragmento clonado al vector se realizaron
las siguientes digestiones.

Stet AP5- pBS:Neo Stet pBS:Hyg-AP3~
ADN AP5'-pBS:Neo| 54l ADN pBS:Hyg-AP3"'| 5yl
Buffer 2 10X 14l Buffer 2 10X 1yl
BSA 10X 1ul BSA 10X 1ul
Hind IlI 0.5ul Xba l 0.5ul
Hinc Il 0.541 Kpn | 0.5ul
Total 10 ul Total 10 ul
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Lisis pBS:AP5'- Neo Lisis pBS:Hyg-AP3’
ADN AP5'Neo Sul ADN pBS:Hyg-AP3’ 5ul
Buffer 2 10X 1ul Buffer 2 10X 1ul
BSA 10X 1ul BSA 10X 1ul
Hind 11| 0.5ul Xbal 0.5ul
Hinc Il 0.5ul Kpn | 0.5ul
H.0 2ul H.O 2ul
Total 10 ul Total 10 ul

Para realizar la siguiente clonacion se efectuaron las digestiones siguientes, con el

fin de generar nuevamente extremos cohesivos.

Lisis pBS:AP5°-Neo Lisis pBS:Hyg-AP3"
ADN AP5’-Neo 5ul ADN pBS:Hyg-AP3’ 5ul
Buffer 2 10X 1ul Buffer 2 10X 1ul
BSA 10X 1ul BSA 10X 1ul

Xba | 0.5ul Hind Il 0.5ul

Kpn | 0.5ul Sphl 0.5ul

H,O 2ul H.O 2ul

Total 10 ul Total 10 yl

Para verificar la correcta clonacion de los fragmentos anteriormente ligados se

realizaron las digestiones siguientes.

Stet AP5-Neo-AP3’ Stet AP5°-Hyg-AP3’

ADN AP5-Neo-AP3’ 5ul ADN AP5'-Hyg-AP3’ Sul
Buffer 2 10X 1ul Buffer 2 10X 1yl
BSA 10X 1ul BSA 10X 1ul

Xba 0.5ul Hind Ill 0.5ul

Kpn| 0.5ul Sph | 0.5ul

HEO 21”' Hgo 2[.."|

Total 10 yl Total 10 yl
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Lisis AP5-Neo-AP3’ Lisis AP5'-Hyg-AP3’
ADN AP5°-Neo-AP3’ Sul ADN AP5'-Hyg-AP3’ 5ul
Buffer 2 10X 1ul Buffer 2 10X 1ul
BSA 10X 1ul BSA 10X 1ul
Hind Il 0.5l Xbal 0.5ul
Hinc 1l 0.5l Kpn | 0.5ul
H,0 2ul H.0O 2ul
Total 10 ul Total 10 ul
Lisis AP5°-Neo-AP3’ Lisis AP5"-Hyg-AP3"
ADN AP5'-Neo-AP3’ 5ul ADN AP5’-Hyg-AP3’ 5ul
Buffer 2 10X 1ul Buffer 2 10X 1ul
BSA 10X 1ul BSA 10X 1ul
Xbal 0.5ul Hind lll 0.5ul
Kpn | 0.5ul Sph | 0.5ul
H,O 2ul H,O 2ul
Total 10 ul Total 10 ul

10.10) Transformacion.

Debido a que los 4cidos nucleicos no pueden ingresar a la bacteria auténomamente,
es necesario que puedan atravesar la membrana para poder ser expresados y replicados, por
tal motivo es necesario dar un choque térmico a la bacteria Ca = competente, para que
pueda ingresar el ADN desnudo que se encuentre en el medio. Se transformaron bacterias
Ca®* competentes con ADN libre (desnudo) para lo cual se colocaron 100 pl de buffer
TFB-2 enseguida se adicionaron 5 pl de ADN a transformar (segin la concentracién que
se requiera transformar ) y 50 ul de células calcio competentes DH10B (célula receptora ),
se incubd en cuarto frio 10 minutos y se dio el choque térmico a 42°C por 1'30",
posteriormente se adiciond 1 ml de LB y se incub6é a 37 °C por lhr. Finalmente se
plaquearon en cajas con LB agar con ampicilina (100 pg/ml) y se dejaron incubando a 37°C
por 24hrs.

10.11) Extraccion y purificacion de ADN de plasmido por lisis alcalina.
Referencia Bibliografica.- Ausubel y col., 1999.

Es el procedimiento mds usado, destruye RNA contaminante por la adicién de 1 a
10mg/ml de solucién de RNasas, es muy confiable para dar una mejor purificacion del
ADN.

Se inocul6 una colonia bacteriana para cada una en 20ml de LB+100 pg/ml de
ampicilina, se incub6 a 37°C por 24hrs. Se centrifugaron 10ml del cultivo anterior y se
resuspendio la pastilla en 200 pl de solucién I'y se mezclé vigorosamente. Se adicionaron
400 pl de solucién II (preparada fresca) y 300 pl de solucién III. Después de Sminutos, se
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centrifugé a 12000 rpm/5 minutos. Se recuper6 el sobrenadante y se le agregaron 2 pl de
RNasas incubdndose a 37°C/2hrs. Se extrajo con un volumen igual de Fenol-cloroformo-
isoamilico (25:24:1) mezclando vigorosamente hasta formar una emulsién. Se centrifugd a
12000rpm /5 minutos a 4°C recuperando la fase acuosa (arriba). Se precipité el ADN con
un volumen igual de isopropanol durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se
centrifugé a 12000rpm/5 minutos a 4 . Se descartd el sobrenadante por aspirado y se
resuspendié en 1ml de etanol al 70%, se centrifugé a 12000rpm/5 minutos a 4°C y se aspir
el sobrenadante y finalmente se resuspendié el ADN en 50 pl de TE.

10.12) Clonacién o Ligacién.
Referencia Bibliogréfica.- Ausubel er al; 1999.

La ADN ligasa cataliza la formacién de puentes fosfodiéster entre una
yuxtaposicién 5°fosfato y un hidroxilo terminal 3° en ADN duplex uniendo moléculas de
ADN con extremos cohesivos compatibles.

La clonacién consistié en insertar un segmento de ADN de interés dentro de un
vector de clonacién y obtener grandes cantidades del vector recombinante.

En cada caso el vector e inserto se precipitaron juntos y se resuspendieron en la
cantidad de agua Mili Q estéril aqui descrita. Ademds antes de adicionar la enzima, se dio
un choque térmico a 50°C/30 segundos (evitar estructuras secundarias en los ADNs), para
aumentar la eficiencia de ligacion; después se adicionaron 0.5pl de la enzima T4ADN
Ligasa y se incubé a 16°C/ 4hrs. transcurrido el tiempo se le agregé nuevamente 0.5ul de la
enzima T4ADN Ligasa para asegurar la ligacién y se incubé a 16°C/ 4hrs.

A continuacién se describen las reacciones de ligacién realizadas para las diferentes
construcciones indicindose en la parte superior de cada tabla a qué reaccién especifica
corresponde.

Se procedid con la primera ligacion del vector pBS:Neo y la regiéon flanqueante
APS5’ tal como se describe abajo:

Ligacién pBS:Neo---AP5”
Vector ADN pBS:Neo+Hind lll + Hinc Il|  (3ul)
Inserto ADN AP5 +Hind Ill + Hinc Il (5ul)
ATP 10mM 1ul
Buffer 10X T4 ADN Ligasa Biolabs 1ul
T4 ADN Ligasa Biolabs 0.5+0.5u!
H,O MiliQ estéril 7ul
Total 10 ul
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Se ligo el fragmento AP3" amplificado por PCR al vector pBS:AP5™-Neo. Con la
siguiente reaccion:

Ligacion AP5 -Neo---==---- AP3’

Vector ADN AP5'-Neo+Xba |l + Kpn || (3ul)
Inserto ADN AP3'+Xba | + Kpn | (4u1)
ATP 10mM 1ul
Buffer 10X T4 ADN Ligasa Biolabs 1ul
T4 ADN Ligasa Biolabs 1ul
H.O MiliQ esteéril 7ul

Total 10 ul

Se ligo el vector pBS:Hyg y el fragmento AP3’ amplificado por PCR mediante la
siguiente reaccion:

Ligacidn pBS:Hyg--------- AP3’

Vector ADN pBS:Hyg+Xba | + Kpnl|  (4ul)

Inserto ADN AP3'+Xba | + Kpn | (111)
ATP 10mM 2ul
Buffer 10X T4 ADN Ligasa Biolabs 2ul
T4 ADN Ligasa Biolabs 1ul

H,O MiliQ estéril 15ul

Total 20 ul

Se ligo el vector anteriormente descrito (pBS:Hyg-AP3’) y el fragmento AP5’ con
las condiciones siguientes:

Ligacion AP5 -===--- Hyg-AP3’

Vector ADN Hyg-AP3+Hindlll+Sphl (2u1)
Inserto ADN AP5 +Hind Ill+Sph | (5ul)
ATP 10mM 1ul
Buffer 10X T4 ADN Ligasa Biolabs 1l
T4 ADN Ligasa Biolabs 1ul
H,0 MiliQ estéril 7ul

Total 10 yl

Se transformaron las ligaciones en las células calcio competentes DH10B utilizando
Sul de la reaccion y plaquedndose 3 cajas con 350pul de la transformacién en cada una.
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10.13) Extraccion de ADN de plasmido a baja escala (STET-prep).
Referencia Bibliografica.- Ausubel er al; 1989.

Este procedimiento es recomendado para extraer pequefias cantidades de ADN
plasmidico (desde 1-24 cultivos) siendo un método rapido permitiendo analizar varias
muestras a la vez.

De cada transformacion se seleccionaron las colonias resistentes al antibidtico de
seleccion y se colocaron 5ml de cultivo liquido LB + ampicilina (100 pg/ml). Se
centrifugé 1.5 ml. de un cultivo de toda la noche a 12000 rpm por 30", se resuspendio la
pastilla en 350 pl de solucién STET se mezcl6 en vortex y se agregaron 25 ul de 10 mg de
lisozima/ tris pH8 10 mM (preparada fresca), se sometié a baino maria por 40’ exactos, se
observo lisado, se mezclé suavemente y centrifugé 10minutos a temperatura ambiente a
12000 rpm; se recuperd el sobrenadante en otro tubo y se adicionaron 40 pl de acetato de
sodio 2.5 M mads 420 ul de isopropanol, se mantuvo 10 minutos a temperatura ambiente y
se centrifugé a 12000 rpm./ 5 minutos; se secé la pastilla parcialmente y se resuspendié en
Iml de etanol al 70%. Se centrifugé a 12000 rpm, se retiré el sobrenadante, se secd y
resuspendi6é en 25ul de TE.

10.14) Extraccion de ADN por CsCl

Este procedimiento nos permite obtener ADN plasmidico en gran cantidad y pureza,
libre de muchos contaminantes. Utiliza bromuro de etidio y centrifugaciones a altas
revoluciones, estabilizando un gradiente que permite la separacién de ADN cicular del
RNA y protefnas contaminantes.

Se inocul6 una colonia bacteriana en 10ml de LB+Amp 100ug/ml y se dejé a 37°C
todo el dia. Se tomaron 5 ml del cultivo anterior y se pusieron en un matraz de 1 It. mds
500 ml de LB+Amp.100ug/ml y se dejaron a 37°C toda la noche. Posteriormente se
centrifugaron a 5000 rpm (rotor GSB)/10 minutos a 4°C se deseché el sobrenadante. La
pastilla se resuspendié en 4 ml de solucién TS después se le agregaron 4 ml de solucién
ELT y se colocaron a 70°C/10 min. exactos. Pasados los 10 minutos se centrifugé a 40,000
rpm/20min/20°C (rotor SW40Ti), se recuperé el sobrenadante y se le agrego volumen a
volumen soluciéon PEG-NaCl y se dej6 30 minutos a temperatura ambiente. Se centrifugé
a 7,000rpm/10min a 4°C(rotor GSB), se resuspendié en 3ml de solucién TE, se adicioné
25 pl de RNAsa (5 pg/ml )y se incubé a 37°C aproximadamente 4 hrs. Posteriormente se
agregaron 4gr de Cloruro de Cesio + 500 pl de Bromuro de Etidio (5 mg/ml). Se
centrifugé a 90,000rpm/14hrs aprox. a 20°C (rotor STV90). Con la ayuda de la luz U.V. se
recuper6 la banda de ADN circular cerrado, se le agregé volumen a volumen isopropanol
para quitar todo el Bromuro de Etidio tantas veces como sea necesario (aprox. 3 o 4), se
agregaron tres volimenes de etanol al 70 % y se dejé a —20°C toda la noche. Se centrifugé
a 10,000rpm./10min./4°C, se resuspendi6 en TE y se extrajo volumen a volumen con fenol-
cloroformo. Se centrifugé a 12,000rpm/Imin. y recuperé la fase superior (dos veces). Se
agregé 1/10 de acetato de sodio 2.5 M més 2.5 volimenes de etanol absoluto y se dejé a -
70°C/20min. Finalmente se lavé con etanol al 70%, se centrifugé 12.000rpm./ Smin y se
resuspendio en TE.
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10.15) Cuantificacion espectrofotométrica de ADN

Para cuantificar la cantidad de ADN y determinar la pureza de las muestras, se
leyeron las densidades Opticas de éstas a una longitud de onda de 260 nm y 280 nm. Una
D.O. corresponde a aproximadamente 50 pg/ml de ADN de doble cadena, 40 pg/ml de
ADN de cadena sencilla y aproximadamente 20 pg/ml para oligonucledtidos de cadena
sencilla. Para cuantificar las muestras de ADN se hizo una dilucién 1:1000 pl de agua y se
vacié en una cubeta de cuarzo. El radio entre 260 nm / 280 nm = 1.8 indica la pureza de las
muestras de ADN.

10.16) Purificacion de ADN de geles de agarosa.

Cuando fue necesario las muestras o fragmentos de ADN se purificaron de geles de
agarosa usando el método de purificacion de Qiagen (QIAquick Gel Extraction Kit 50, no.
Cat 28704 de Qiagen) siguiendo las especificaciones del proveedor:

Se corrid el ADN que se desea purificar en un gel de agarosa TAE al 1% en una
camara de electroforesis con buffer TAE 1X a 60 volts. El gel se tiié con bromuro de
etidio y lavé (cubriéndolo de la luz con papel aluminio) y se corté la banda de interés con la
ayuda del transiluminador de luz U.V.

Se peso el fragmento de gel de agarosa conteniendo el fragmento de ADN deseado
y se hizo la conversién de gramos a mililitros asumiendo que 1 miligramos es igual a 1 pl.
Se le agregé tres veces el peso de agarosa en pl de buffer QG y se incubd a 50°C por 10
min. hasta que la agarosa se disolvié completamente. Se comprob6 que el color de la
mezcla fuera amarillo; si el color era naranja o violeta se adiciond 10 pl de acetato de sodio
3M pH 5.0 y se mezcl6 hasta que el color se torné amarillo. Se colocé la mezcla en una
columna QIAquick y se centrifugé por 1min. a 13,000rpm. Se deseché el sobrenadante y se
adiciond 0.5 ml de buffer QG a la columna y se centrifugé por 1’ a 13,000rpm eliminando
asi los restos de agarosa. La columna se lavé con 0.75 ml de buffer PE y se centrifugé por
Imin. a 13,000 rpm (antes de centrifugar es recomendable dejar 2-5 min. en el buffer si el
ADN va a ser utilizado en ligaciones o secuenciacién). Se deseché el sobrenadante y se
volvié a centrifugar ya que se deben desechar todos los residuos de etanol. Finalmente se
colocé la columna en un tubo nuevo de 1.5 ml para eluir el ADN adicionando 50 pl de
buffer EB, se dejé 1 min. y se centrifugé 1 min. a 13,000 rpm. El ADN purificado se
almacend a -20°C.

10.17) Tincion de niicleos de trofozoitos con DAPI.

Esta técnica nos permite teflir inicamente los ntcleos ya que el colorante DAPI es
dcidofilo por ello su atraccion hacia el ADN.

Se colocd Iml. de amibas en un cubreobjetos, dentro de una cajita de cultivo, se
dejé incubando 20 minutos a 37°C para adherirse al cubre objetos, se lavé con PBS 1X a
37°C 3 veces, se fijaron las amibas con Iml de formaldehido al 3.7% y se incubaron por
20 minutos a temperatura ambiente, se lavaron 3 veces con PBS 1X a 37°C, se
permeabilizaron las amibas con acetona durante 5 minutos a -20°C, se dejé secar 20
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minutos a temperatura ambiente y se colocaron 100ul de colorante DAPIL, se lavo con PBS
1X, 2 veces y por ultimo se monté en 30ul de Airvol. Por dltimo se observaron en el
microscopio de epifluorescencia (marca ZEISS) con ayuda de un filtro azul.
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11 RESULTADOS

Como se menciond anteriormente el uso de los sistemas de transfeccion de DNA en
E.histolytica en los Gltimos afios, ha permitido un avance importante en el conocimiento de
diversas dreas en este patégeno. Tal es el caso del estudio de la funcién de proteinas
involucradas en la destruccion de tejidos como el ameboporo. Sin embargo, atin cuando
este pardsito es factible de ser transfectado y expresar DNAs exdgenos, hasta la fecha no a
sido posible la obtencion de parasitos Knock-out. Por lo que los objetivos de este trabajo se
centran en la construccién de 2 vectores de transfeccion para la obtencién de Knock-out en
E. histolytica por medio de recombinacion homéloga utilizando como modelo el
ameboporo.

Como primer objetivo se determind el numero de nicleos por trofozoito de E.
histolytica HM1:IMSS de los cultivos del laboratorio, los cuales se tifieron con DAPI
como se describe en materiales y métodos. Como se observa en la tabla nimero ly en la
Figura No 8 se obtuvo un 83.6% de trofozoitos mononucleados.

CAMPO No TOTAL Mononucleadas Binucleadas Trinucleadas Tetranucleadas

1 25 22 3

2 21 20 1

3 22 22

4 24 22 2

5 25 24 1

6 12 11 1

7 12 12

8 15 13 2

9 20 17 3

10 24 22 2

11 6 5 |

12 10 8 2

13 16 13 2 l

14 24 17 2 4 1

15 27 20 5 l 1
[ 16 23 17 5 I

17 9 6 3

18 22 17 4 1

19 20 15 5

20 13 9 4

370 289 48 8 2

Tabla No I. Se observan los valores obtenidos para el muestreo de trofozoitos de amiba en donde se
muestran el nimero de nicleos tefiidos con DAPIL. Arrojando 83.6% de trofozoitos mononucleados.
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Figura No 8. Se muestran las tinciones con DAPI de los niicleos de trofozoitos de Entamoeba
histolytica HM1:IMSS, observandose por fila tres fotografias, las cuales corresponden a los
mismos trofozoitos: a la izquierda los trofozoitos se observan en contraste de fase, en el centro
se observan tefiidos con DAPI y a la derecha la colocalizacién de las 2 fotografias anteriores
(Contraste de fases-DAPI)
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Como un primer paso en la estrategia de clonacion para la construccion del vector
pBS:APS'NeoAP3" se amplifico por PCR la secuencia flanqueante 5° (APS’ de 421pb) del
ameboporo. Se utilizé como templado ADN gendmico de E. histolytica HM1:IMSS y como
iniciadores los oligos ameboporo 1 y 2. Como se muestra en la Figura No 9, se obtuvo un
producto de amplificacion de aproximadamente 421pb que corresponde al tamano esperado
del fragmento. Posteriormente este producto de amplificacion se sometié a una digestion
con Hind 111 + Hinc Il preparandolo para su clonacién en el vector pBS:Neo.

U.N.A.M CAMPUS

Figura No 9. Amplificacion por PCR de la Regién flanqueante 5’ del gen del ameboporo
denominada AP5’. Gel de agarosa al 1% tefiido con Bromuro de Etidio. Carriles 1) Marcador de ADN
de 1kb 3.5ul 2) Producto de PCR de la regién flanqueante 5’ del gen del ameboporo denominada APS’
de 421pb 10ul. A la izquierda se muestran los pesos moleculares del marcador y a la derecha el peso del

producto amplificado. IZT
L]

Se extrajo ADN de pBS:Neo por lisis alcalina y se digirié con las endonucleasas
Hind 111 + Hine 11 con la finalidad de linealizarlo (3997pb) y generar los mismos extremos
cohesivos del producto de PCR APS’ (421 pb) permitiendo asi una clonacién dirigida. Una
vez verificado que se obtuvo una digestion completa, el total de la digestion se corrié en un
gel de agarosa al 1% TAE vy se purificé el vector linearizado/ Hind 111 + Hinc 11 con el Kit
QIAquick de Qiagen como se indica en materiales y métodos. Como se muestra en la
Figura No. 10, una alicuota del vector pBS:Neo+ Hind 11l + Hinc 1l ya purificado, se corrié
en un gel de agarosa al 1% en TBE para verificar su pureza, integridad y concentracion.
Como se observa se obtuvo una tnica banda de 3997 pb que corresponde al peso molecular
esperado.
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Figura No 10. Vector pBS:Neo linealizado con las endonucleasas Hind 111 + Hinc 11 y purificado
con el kit de QIAquik. Gel de agarosa al 1% tefiido con Bromuro de Etidio. Carriles 1) Marcador de
ADN de 1kb 3.51l. 2) Vector pBS:Neo de 3997pb 1ul. 3) Vector purificado pBS:Neo +Hind III + Hinc
I de 3997pb 1ul. A la izquierda se muestran los pesos moleculares del marcador y a la derecha subrayado
el peso del vector.

Una vez que se obtuvieron tanto el vector como el inserto digeridos (Hind 111 + Hinc
[I) y purificados se corrieron ambos en un gel de agarosa al 1% en TBE 1X (Figura No. 11)
con la finalidad de calcular la cantidad necesaria para establecer las proporciones de cada uno
en la reaccion de ligacion. Utilizando una relacidén de vector:inserto 1:2 ambos ADNSs se
precipitaron y se ligaron transformando posteriormente dicha ligacién en células calcio
competentes DHIOB y seleccionando las colonias resistentes a ampicilina sembrando en
placas de LB + 100 pg/ml de ampicilina.

Figura No 11. ADN del vector pBS:Neo y de la regién flanqueante AP5’ del gen del ameboporo
digeridos y purificados.Gel de agarosa al 1% teiiido con Bromuro de Etidio. Carriles 1) Marcador de
ADN de 1kb 3.5ul 2) vector pBS:Neo lisis alcalina 3997pb 1ul. 3) Vector purificado pBS:Neo +Hind 111
+ Hinc 113997pb 1l 4) Region flanqueante del gen del ameboporo APS’ + Hind 111 + Hine 11 de 421pb.
A la izquierda se muestran los pesos moleculares del marcador y a la derecha subrayado el peso
molecular de las muestras.

Se obtuvieron varias colonias resistentes a ampicilina de las cuales se analizaron en
grupos de 24 colonias por el método de STET como se describe en materiales y métodos.
Para identificar las clonas positivas conteniendo la construccion deseada, los ADNs aislados
se analizaron por su patron de restriccion con las enzimas Hind 11I+Hinc 11 que liberaria un
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fragmento de 421 pb correspondiente a APS’ y otro de 3997 pb correspondiente al vector
pBS:neo. En la Figura No. 12 se muestra un gel representativo del experimento completo en
donde se observa una clona positiva (Figura No. 12, carril 4) obteniéndose las bandas
esperadas de 3997 pb (BS:Neo) y 421pb (APS’).

Figura No 12. Anilisis de restriccion mediante las enzimas Hind III + Hinc 11, para la localizaci6n
de la clona positiva de la ligacién pBS:AP5’-Neo. Gel de agarosa al 1% , tefiido con Bromuro de
Etidio. Carriles: 1) Marcadores de ADN de 1kb, 3.5 ul. 2) Clona 1 del Stet pBS:AP5'-Neo + Hind Il +
Hinc 11, 5pul. 3) Clona 2 del Stet pBS:AP5’-Neo + Hind 111 + Hinc 11, 5ul. 4) Clona 6 del Stet pBS:AP5’-
Neo + Hind 111 + Hine 11, 5pl. 5) Clona 7 del Stet pBS:AP5’-Neo + Hind 111 + Hine I, 5pl. A la izquierda
se muestran los pesos moleculares del marcador molecular y a la derecha subrayado el peso molecular de
las muestras.

Se extrajo ADN por lisis alcalina de la clona positiva pBS:AP5’-Neo identificada
anteriormente y se digirié con las enzimas de restriccion Hind I11+Hinc II. Como se aprecia
en la Figura No 13, se obtuvieron las 2 bandas de 3997 pb (BS:Neo) y 421pb (APS’) las
cuales corresponden a los pesos moleculares esperados verificando la pureza e identidad de
nuestra clona positiva.
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Figura No 13. Analisis de restriccion con las enzimas Hind III + Hinc I1 del plasmido pBS:APS’-
Neo. Gel de agarosa al 1%, tenido con Bromuro de Etidio. Carriles: 1) Marcador de ADN de 1kb, 3.5ul.
2) ADN del vector pBS:AP5’-Neo extraido por lisis alcalina de 4418pb. 1 ul. 3) Vector pBS:AP5’-Neo +
Hind 11l + Hinc IL. 5pul. A la izquierda se muestran los pesos moleculares del marcador molecular y a la
derecha se muestra subrayado el peso molecular de las muestras.
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Como se indica en la estrategia experimental el siguiente paso, fue la clonacién de la
secuencia flanqueante 3’ de ameboporo (AP3’) en el vector obtenido anteriormente
(pBS:AP5’-Neo de 4418pb) para obtener asi pAP5’-Neo-AP3’. Por un lado, se amplificé por
PCR la secuencia flanqueante 3* del ameboporo de 278pb denominada AP3’. Se utiliz6 como
templado ADN gendémico de E. histolytica HM1:IMSS y como iniciadores los oligos
ameboporo 3 y 4. Como se muestra en la Figura No 14, se obtuvo un producto de
amplificaciéon de aproximadamente 278pb que corresponde al tamano esperado del
fragmento. Posteriormente este fragmento se digiri¢ con las enzimas de restricciéon Xba [ y
Kpn I preparandolo para ser clonado de manera dirigida en el vector pAP5’-Neo.

26427>

1000—=>

500>
300>
300

160

Figura No 14. Amplificacién por PCR de la regién flanqueante 3’ (AP3’) del gen del ameboporo.
Gel de agarosa al 1% tefido con Bromuro de etidio. Carriles: 1) Marcador de ADN de 1kb, 3.5ul. 2)
AP3’ de 278pb purificado (A), 1 ul. 3) AP3" de 278pb purificado (B). 1 pl. A la izquierda se observan
los pesos moleculares del marcador y a la derecha subrayado los del fragmento amplificad.

278 pb

De manera paralela el vector pBS:AP5’-Neo se sometié a una digestién con Xba I y
Kpn 1. Una vez que se verifico que se obtuvo una digestién completa del vector, el total de la
digestion se corri6 en un gel de agarosa al 1% TAE purificando el ADN del vector
linearizado con el Kit QIAquick de Qiagen como se indica en materiales y metodos. Se
corrieron en un gel de agarosa al 1% en TBE 1X alicuotas del ADN del plasmido pBS:AP5’-
Neo y del inserto AP3’ digeridos (Xba I y Kpn 1) y purificados (Figura No 15) con la
finalidad de evaluar su pureza e integridad y calcular la cantidad necesaria para establecer las
proporciones de cada uno en la reaccién de ligacién. Utilizando una relacién de
vector:inserto 1:2 ambos ADNSs se precipitaron y se ligaron transformando posteriormente
dicha ligacion en células calcio competentes DH10B y seleccionando las colonias resistentes
a ampicilina sembrando en placas de LB + 100 pg/ml de ampicilina.
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Figura No 15. ADN del vector pBS:AP5’-Neo y del fragmento AP3’ digeridos y purificados. Gel de
agarosa al 1% tefiido con Bromuro de etidio. Carriles: 1) Marcador de ADN de 1kb, 3.5 ul. 2) ADN del
vector pBS:AP5'-Neo (4418pb) 1 ul. 3) pBS:Ap5'-Neo+ Xba I + Kpn I, 1 pl. 4) ADN de pBS:AP5’-
Neo+ Xba I + Kpn I purificado | pl. 5) AP3’ + Xba I + Kpn [ purificado de 278pb, 1 pl. A la izquierda
se observan los pesos moleculares del marcador y a la derecha el peso molecular de las muestras a ligar.

Se obtuvieron aproximadamente 50 colonias resistentes a ampicilina de las cuales se
analizaron en grupos de 10 y 20 colonias por el método de STET. Se analizaron de acuerdo a
su patrén de restriccion con las enzimas Xba I 'y Kpn I con el propésito de identificar la
clona positiva, condiciones con las que el fragmento clonado correspondiente a AP3’ se
liberarfa observdndose como una banda de 278pb y otra de 4418 pb correspondiente al vector
pBS:AP5’-Neo. En la Figura No 16 se muestra un gel representativo del experimento
completo en donde se aprecia una clona positiva (Figura No. 16, carril 9), la cual presenta
como se esperaba las bandas de 4418pb (pBS:Ap5’-Neo) y 278pb (AP3’).
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Figura No 16. Determinacién del patrén de restriccion mediante las enzimas Xba 1 y Kpn 1 de la
clona positiva AP5’-Neo-AP3’. Gel de agarosa al 1% teiido con Bromuro de etidio. Carriles: 1)
Marcador de ADN de 100pb, 3.5ul. 2) C-1 de AP5'-Neo-AP3" + Xba I + Kpn I, 5 ul. 3) C-2 de APS’-
Neo-AP3" + Xba I+ Kpn I, 5 pl. 4) C-3 de AP5’-Neo-AP3’ + Xba I + Kpn I, 5 pl. 5) C-4 de AP5’-Neo-
AP3’ + Xbal + Kpn I, 5 pl. 6) C-5 de AP5’-Neo-AP3’ + Xbal + Kpn I, 5 ul. 7) C-6 de AP5’-Neo-AP3’
+Xbal+Kpnl, 5 pul 8)C-7 de AP5’-Neo-AP3’ + Xbal+ Kpn I, 5 ul. 9) C-8 de AP5’-Neo-AP3" + Xba
[+ Kpnl, 5 pul. 10) Marcador de ADN de 1kb, 3.5 ul. A los lados se muestran los pesos moleculares de
los marcadores y a la derecha subrayado el peso molecular de la clona positiva.
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Se extrajo ADN por lisis alcalina de la clona positiva (C-8) de pAP5’-Neo-AP3’
(4696pb) y se digirio con diversas enzimas de restriccion para verificar que el patron
obtenido corresponde al vector deseado. Para liberar las regiones flanqueantes AP5’(421pb)
y AP3’(278pb) se utilizaron las enzimas de restriccion Hind 111 + Hinc 11 'y Xba 1 + Kpn 1
respectivamente. También se utilizé Hind 111 + Kpn 1 para liberar el cassette completo de
AP5’-Neo-AP3’ (1491pb). Como se muestra en la Figura No 17, en el carril 3 se aprecian las
2 bandas correspondientes a pBS:Neo-AP3’ (4275pb) y a la secuencia AP5’ (421pb) con las
enzimas Hind 111 + Hinc 1I; en el carril 4 las bandas correspondientes a pBS:AP5’-Neo
(4418pb) y a la region flanqueante AP3’(278pb) con Xba 1 + Kpn I; y en el carril 5 la
liberacién de el cassette completo AP5’-Neo-AP3" (1491pb) y el vector pBS (3204pb) con
Hind 111 + Kpn 1. Estos resultados nos verificaron que la clona 8 corresponde a la
construccién pAP5’-Neo-AP3’.

Figura No 17. Analisis del vector de transfeccion pBS:AP5’-Neo-AP3’ de acuerdo a su patrén de
restriccion. Gel de agarosa al 1% tenido con Bromuro de etidio. Carriles: 1)Marcador de ADN de kb,
3.5ul. 2) ApS5’-Neo-AP3’ extraido por CsCl, 1pl. 3) ApS’-Neo-AP3’ + Hind 1l + Hinc 11, 1ul. 4) Ap5°-
Neo-AP3’ + Xba I + Kpn I, 1ul. 5) Ap5’-Neo-AP3’ + Hind IIl1 + Kpn I, 1ul. A la izquierda se muestran
los pesos moleculares del marcador y a la derecha subrayados se observan los pesos moleculares de los
fragmentos obtenidos de las muestras digeridas.

Continuando con la estrategia experimental. Se prosiguié con la construccion del
vector pBS:AP5’-Hyg-AP3’. Como primer paso se digirié el plasmido pBS:Hyg con las
enzimas Xba I + Kpn I con la finalidad de linearizarlo (4229pb) y generar los mismos
extremos cohesivos del producto de PCR de 278pb de AP3’ obtenido anteriormente (Figura
No 14), utlizado para clonarlo en el vector pBS:Neo. Una vez verificado que se obtuvo una
digestion completa, el total de la digestién se corrié en un gel de agarosa al 1% TAE vy se
purific el vector linearizado (Xba I + Kpn I) con ayuda del Kit QIAquik de Qiagen como se
describe en materiales y métodos. Se corrieron alicuotas de los ADNs del vector (pBS:Hyg)
e inserto (AP3’) digeridos (Xba I + Kpn 1) y purificados, en un gel de agarosa al 1% TBE 1X
con la finalidad de calcular la cantidad necesaria para establecer las proporciones de cada uno
en la reaccion de ligacion (Figura No 18). Utilizando una relacién de vector-inserto 1:2,
ambos ADNSs se precipitaron y se ligaron transformando posteriormente dicha ligacién en
células Calcio competentes SURE y seleccionando las colonias resistentes a ampicilina,
sembrando en placas de LB + 100pg/ml de ampicilina.
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Figura No 18. ADN del vector pBS:Hyg y la regién flanqueante 3’ del gen del ameboporo (AP3’),
digerida (Xba I + Kpn I) y purificada. Gel de agarosa al 1%, tefiido con Bromuro de Etidio. Carriles: 1)
Marcador de ADN de 100pb, 3.5ul. 2) Vector pBS:Hyg lisis alcalina 1 ul. 3) Vector pBS:Hyg + Xba 1 +
Kpn 1, de 4229pb.1ul. 4) Regidn flanqueante 3’ del gen del ameboporo (AP3’) + Xba 1+ Kpn [, 1 ul. A
la izquierda se muestran los pesos moleculares del marcador y a la derecha subrayado el peso molecular
de las muestras.

Se obtuvieron 36 colonias resistentes a ampicilina de las cuales se analizaron en
grupos de 12 colonias por el metodo de STET como se mencioné en materiales y métodos.
Se analizaron de acuerdo a su patrén de restriccién con las enzimas Xba Il y Kpn 1 con el
propdsito de identificar la clona positiva, ya que esta liberaria el fragmento clonado de 278pb
correspondiente a AP3’, ademas de observar la banda correspondiente al vector pBS:Hyg de
4229pb. En la figura No 19 se muestra un gel representativo del experimento completo en
donde se aprecia una clona positiva (C-27), la cual presenta las bandas de los pesos
moleculares esperados de 4229pb (pBS:Hyg) y 278pb (AP3’).
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Figura No 19. Determinacién del patrén de restriccién con las enzimas Xba I + Kpn I de la clona
positiva. Gel de agarosa al 1% tefiido con Bromuro de etidio. Carriles: 1) Marcador de ADN de 100pb,
3.5 ul. 2) C-26 de pBS:Hyg-AP3’+ Xba I+ Kpn 1, 5 ul. 3) C-27 de pBS:Hyg-AP3’+ Xba I + Kpn I, 5 ul.
4) C-28 de pBS:Hyg-AP3'+ Xba I + Kpn I, 5 pl. 5) C-29 de pBS:Hyg-AP3’+ Xba I + Kpn I, 5 ul. 6) C-
30 de pBS:Hyg-AP3'+ Xba I+ Kpn I, 5 pl. 7) C-31 de pBS:Hyg-AP3'+ Xbal + Kpn I, 5 ul. 8) C-32 de
pBS:Hyg-AP3'+ Xbu 1 + Kpn I, 5 pl. 9) C-33 de pBS:Hyg-AP3'+ Xba I + Kpn I, 5 pl. 10) C-34 de
pBS:Hyg-AP3'+ Xba I + Kpn I, 5 pl. A la izquierda se observan los pesos moleculares del marcador y a
la derecha subrayado el de la colonia esperada.
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Se extrajo DNA por lisis alcalina de la clona positiva C-27 (de 4507pb) y se digirio
con las enzimas Xba 1 y Kpn | para verificar nuestro DNA. Como se muestra en la Figura
No 20, se obtuvieron las bandas de peso molecular esperado de 4229pb y 278pb
correspondientes al vector y al inserto respectivamente. Posteriormente este vector se
digiri6 con las endonucleasas de restriccion Hind 111 y Sph I prepardndolo para la clonacién
del fragmento APS’ (Figura No 20, carril 4).

Figura No 20. Andlisis de restriccion del vector pBS:Hyg-AP3’ con las enzimas Xba 1 + Kpn 1 y
digestion de pBS:Hyg-AP3’+Hind II1 + Sph 1. Gel de agarosa al 1% tefiido con Bromuro de etidio.
Carriles: 1) Marcador de ADN de 1kb, 3.5ul. 2) Lisis del vector pBS:Hyg-AP3’(4507pb) 1ul. 3)
pBS:Hyg-AP3" + Xba 1+ Kpn 1, 1 pul. 4) pBS:Hyg-AP3’ + Hind II1 + Sph 1, 1 pl. 5) Marcador de 100pb,
3.5 pl. A la derecha subrayado se observan los pesos moleculares de las muestras. Y en ambos lados con
negro los pesos moleculares de los marcadores.

Siguiendo con la estrategia de clonacién para la construccién del vector pBSAPS -
Hyg-AP3’; se amplificé por PCR la secuencia flanqueante 5° (434pb) del ameboporo
denominada APS’. Ya que en este caso se utilizardn sitios de clonacién diferentes a los
utilizados en la construccion de pBS:Neo, amplificamos el fragmento APS5’ utilizando un
par diferente de iniciadores. Se utiliz6 como templado DNA genémico de E. histolytica
HMI1:IMSS y como iniciadores los oligos ameboporo 1 y 5. Como se muestra en la Figura
No 21, se obtuvo un producto de amplificaciéon de aproximadamente 434pb que
corresponde al tamanio esperado. Posteriormente se sometié a una digestiéon con Hind 111 y
Sph 1 prepardndolo para su clonacién en pBS:Hyg-AP3’.
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Figura No 21. Producto de amplificacion por PCR de la regién flanqueante 5’ (AP5’) del gen del
ameboporo. Gel de agarosa al 1% teiiido con Bromuro de etidio. Carriles: 1) Marcador de ADN de 1kb,
3.5ul. 2) APS de 434pb digerido (Hind 111 + Sph 1) y purificado, lul. A la izquierda se observan los
pesos moleculares del marcador y a la derecha el peso del fragmento amplificado.

Los DNAs del vector (pBS:Hyg-AP3’ de 4507pb) e inserto (AP5’ de 434pb) ya
digeridos (Hind 111 y Sph 1) y purificados se corrieron en un gel de agarosa al 1% en TBE 1X
(Figura No. 22) con la finalidad de calcular la cantidad necesaria para establecer las
proporciones de cada uno en la reaccién de ligacion. Utilizando una relacién de vector-
inserto 1:2, ambos DNAs se precipitaron y se ligaron transformando posteriormente dicha
ligacién en células Calcio competentes SURE y seleccionando las colonias resistentes a
ampicilina, sembrando en placas de LB + 100ug/ml de ampicilina.

Figura No 22. ADN del vector pBS:Hyg-AP3’ y la region flanqueante 5° (AP5’) del gen del
ameboporo digerida (Hind 111 + Sph I) y purificada. Gel de garosa al 1%, tefido con Bromuro de
etidio. Carriles: 1) Marcador de ADN 100pb, 3.5 pl. 2) regién flanqueante 5° del gen del ameboporo
(AP5") + Hind Il + Sph I de 434pb, 1 pl. 3) Vector pBS:Hyg-AP3’ + Hind I11 + Sph I de 4507pb, 1 pl..
4) Marcador de ADN de 1kb 3.5 pl. Se muestran los pesos moleculares de ambos lados del gel y a la
derecha se muestran subrayados los pesos moleculares de las muestars.
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Se obtuvieron 42 colonias resistentes al antibidtico de seleccian, de las cuales se
analizaron en grupos de 12 colonias por ¢l método de STET como se indica en materiales y
métodos. Para identificar las clonas positivas conteniendo la construccion deseada, los
DNAs aislados se analizaron por su patrén de restriccién con las enzimas Hind 111+Sph |
que liberaria un fragmento de 434 pb correspondiente a AP53’ y otro de 4507pb
correspondiente al vector pBS:Hyg-AP3’. En la Figura No. 23 se muestra un gel
representativo del experimento completo en donde se observa una clona positiva (clona
31, carril 9) obteniéndose las 2 bandas esperadas una de 4507 pb (pBS:Hyg-AP3") y otra
de 434 pb (APS").
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Figura No 23. Localizacién de la clona positiva pBS:AP5’-Hyg-AP3’ de acuerdo a su patrén de
restriccion. Gel de agarosa al 1% teiido con Bromuro de etidio. Carriles: 1) Marcador de ADN de kb, |
pl. 2) C-1 AP5’-Hyg-AP3’ + Hind III + Sph I, 5 ul. 3) C-8 AP5’-Hyg-AP3’ + Hind III + Sph I, 5 pul. 4)
C-10 AP5’-Hyg-AP3" + Hind Il + Sph I, 5 pl. 5) C-11 AP5’-Hyg-AP3’ + Hind IIl + Sph I, 5 pl. 6) C-18
AP5’-Hyg-AP3’ + Hind I1I + Sph I, 5 ul. 7) C-19 AP5’-Hyg-AP3" + Hind III + Sph 1, 5 pl. 8) C-24
AP5’-Hyg-AP3’ + Hind III + Sph I, 5 ul. 9) C-31 AP5’-Hyg-AP3" + Hind IIT + Sph I, 5 ul. 10) C-32
AP5’-Hyg-AP3' + Hind III + Sph I, 5 ul. A la izquierda se observan los pesos moleculares del marcador
y a la derecha subrayados los de las muestras.

Se extrajo DNA por lisis alcalina de la clona positiva (C-31) de pAP5’-Hyg-AP3’
(4941pb) y se digiri6 con las enzimas Hind Il y Sph I para verificar nuestro DNA. Como se
aprecia en la Figura No 24 se observan las bandas de peso molecular esperado,
correspondientes a la secuencia del vector pBS:Hyg-AP3’ (4507pb) y al fragmento APS’
(278pb).
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Figura No 24. Analisis de restriccion de ADN obtenido por Lisis alcalina del vector pBS:AP5’-
Hyg-AP3’ con las enzimas Hind III + Sph 1. Gel de agarosa al 1% tefiiddo con Bromuro de etidio.
Carriles: 1) Marcador de ADN de 1kb, 3.5ul. 2) Lisis alcalina de pBS:AP5’-Hyg-AP3’ (4941pb), 1 ul. 3)
pBS:AP5’-Hyg-AP3’ + Hind III + Sph I (A), 5 ul. 4) AP5’-Hyg-AP3’ + Hind III + Sph I (B), 5 pul. 5)
pBS:AP5’-Hyg-AP3’ + Hind III + Sph I (C), 5 ul. A la izquierda se observan los pesos moleculares del
matcador y a la derecha subrayados los de las muestras.

Se analizé el patron de restriccion de la construccién pBS:AP3'-Hyg-APS5’ con
diferentes enzimas de restriccion, para verificar nuestra construccién. Para liberar los
fragmentos APS’ de 278pb y AP3’ de 434pb se utilizaron Hind IIl + Sph 1y Xba 1+ Kpn 1
respectivamente. Para liberar el casette completo de APS5’-Hyg-AP3’ se utilizaron las
endonucleasas Hind 111 + Kpn 1. Como se muestra en la Figura No 25, se observa el DNA
de pBS:AP5’-Hyg-AP3’ de 4941pb en el carril 2. En el carril 3 con las enzimas Hind 111 +
Kpn 1 se observa la liberacion de 2 bandas, una correspondiente al casette pAPS5’-Hyg-AP3’
de 1787pb y otra a la secuencia de pBS: de 3204pb. En el carril 4 se aprecia la liberacion de
la region flanqueante APS5’de 434pb con las endonucleasas de restriccion Hind 111 + Sph |,
ademds de otra banda de aproximadamente 4507pb correspondiente al vector. En el carril 5
la digestién con Xba 1 + Kpn 1, produjo la liberacién de la secuencia que corresponde a la
region flanqueante de AP3’ de 278pb observiandose también la banda de 4663pb
correspondiente a la secuencia del vector. Estos resultados demuestran que los insertos
correspondientes a las regiones flanqueantes AP5’y AP3’ fueron clonados correctamente en
el vector pBS:Hyg.
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Figura No 25. Anilisis del patrén de restriccion del ADN del vector de transfeccion pBS:APS’-
Hyg-AP3’ con diferentes enzimas de restriccién. Gel de agarosa al 1% tefiido con Bromuro de etidio.
Carriles: 1)Marcador de ADN de 1kb, 3.5ul. 2) Ap5’-Hyg-AP3’, lul. 3) Ap5’-Hyg-AP3’ + Hind 111 +
Kpn 1, 5pl. 4) Ap5S'-Hyg-AP3" + Hind 1I1 + Sph 1, 5pl. 5) Ap5'-Hyg-AP3' + Xba 1 + Kpn 1, Sul. A la
izquierda se muestran los pesos moleculares del marcador y a la derecha subrayados se observan los
pesos moleculares de las muestras.

Se extrajo DNA de ambas construcciones (pBS:AP3’-Neo-APS y pBS:AP3’-Hyg-
APS) por el método de CsCI como se describe en materiales y métodos, con la finalidad de
obtener gran cantidad y pureza del DNA para su utilizaciéon en experimentos de
transfeccion en trabajos futuros.
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12  DISCUSION

En afios anteriores la transferencia de genes mediado por ADN ha sido usado
ampliamente como una herramienta poderosa para la manipulacién genética de células u
organismos. La transfeccién y expresion de DNA exdgeno en pardsitos protozoos resulta
dificil debido a sus dificiles condiciones de crecimiento asi como a su particular
organizacién y control de la expresion de genes. Es bien sabido por ejemplo, que en E.
histolytica muchos determinantes de su virulencia son miembros de familias genéticas
grandes lo que dificulta su andlisis genético. Diversos vectores se han utilizado para la
transfeccion de este pardsito. Algunos de ellos han resultado eficientes para obtener una
transfeccion transitoria (Gilchrist C. er al; 1995; BuB H. er al; 1995; Nickel R y Tannich E.
1994; Purdy JE. et al; 1994) y otros para obtener una transfeccion estable episomal de
trofozoitos de E. histolytica (Arhets P. er al; 1998; Ankri S. et al; 1998; Bracha R, et al;
1999; Hamann L. er al; 1995; Moshitch-Moshkovitch S. et al; 1996; Moshitch-
Moshkovitch S. et al; 1998; Purdy J. 1996; Rinat N. er al; 1997; Vines R. et al; 1995). Sin
embargo hasta la fecha no se han logrado llevar a cabo estrategias de recombinacién
homéloga que permitan estudiar la funcién de genes blancos en parasitos Knock-out de E.
histolytica. Ante este inconveniente, una alternativa ampliamente usada en células
eucarioticas, es la transfeccion estable de pldsmidos que codifican para RNAs antisentidos,
utilizados como una herramienta eficiente para alterar la regulacion o para llevar a cabo la
inhibicién funcional de la expresion del gen de interés, sobre todo para aquellos
pertenecientes a familias multigénicas (Scherczinger er al., 1992). Usando este disefo
experimental en E. histolytica se ha logrado por ejemplo la inhibicién antisentido de la
proteina RP-L21 (Petter er al; 1994; Moshitch.Moshkovitch et al; 1997) en donde se
observé una acumulacién de transcritos que son incapaces de unirse a poli-ribosomas, asi
como para lograr la inhibicién de la expresion de proteinasas de cisteina (Ankri et al; 1998,
1999b). También, utilizando un pldsmido hibrido que expresa un antisentido para la
secuencia que codifica para el ameboporo (pAP-R2) se ha logrado una inhibicién hasta de
un 60% de la expresion de este gen, apoyando los hallazgos previamente obtenidos por
evidencias bioquimicas que sugiere la participaciéon de esta molécula en el proceso
citotéxico y citolitico de la amiba (Bracha et al; 1999). Sin embargo, ya que con esta
estrategia no se logra el abatimiento total del ameboporo es dificil evaluar por un lado, la
demostracién inequivoca de su participacion en los mecanismos de citotoxicidad y citélisis
asi como el grado en que participa en estos, con respecto a otras moléculas también
participantes o si en su ausencia se activan otras proteinas o mecanismos que substituyan su
funcién. Esto deja ver que atin cuando el método usando antisentidos resulta ser un buen
acercamiento para el andlisis funcional de una proteina, la limitante de no poder inhibir
completamente su expresion continua siendo un problema para completar su
caracterizacion funcional.

Estos antecedentes dejan claro que la obtencion de parasitos knock-out en amiba
sigue siendo indispensable como se ha observado en otros pardsitos como trypanosoma
cruzi (Manning-Cela, R., er al; 2001). Uno de los problemas que se ha reportado, podria ser
determinante en la imposibilidad presentada hasta ahora para la obtencién de knock-out en
E. histolytica, es que este pardsito presenta una ploidia variable (mds de 4n) en su genoma
presentando desde uno hasta 4 nicleos (Willhoeft and Tannich, 1999). Considerando que
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este trabajo fue desarrollado para la construccién de vectores de transfeccion que puedan
ser usados en trabajos futuros para la obtencién de amibas knock-out, analizamos en primer
término la ploidia de los cultivos de amiba con los que contamos. Determinamos el nimero
de nicleos contando estos bajo el microscopio de fluorescencia después de teiiirlos con
DAPI. Los resultados mostraron que el 83% de los trofozoitos de amiba son
mononucleados en tanto que el otro 17% restante en su mayoria son binucleadas y muy
pocas tetranucladas (Tabla No 1, Figura No 8). Considerando que un alto porcentaje de la
poblacién es mononucleada sugiere que la estrategia para la obtencién de amibas knock-out
es factible en nuestro sistema, al menos con lo que respecta a este criterio.

El objetivo principal de este proyecto fue el de sentar las bases para el
establecimiento de las condiciones para la obtencion de amibas knock-out. Considerando
todos los conocimientos hasta ahora reportados en la literatura, con respecto a la
organizacién y expresion del genoma de amiba, sin duda un muy buen candidato para usar
como modelo, seria aquél que ademds de estar representado en el genoma como copia
Gnica, se tuvieran suficientes conocimientos tanto bioquimicos como genéticos para
facilitar la obtencién y caracterizacién de amibas knock-out, ademds de su relevancia en la
biologia y patogenia de la amiba.

Desde hace mds de 17 afos del descubrimiento de las proteinas del ameboporo,
éstas han generado gran interés ya que fueron consideradas como uno de los candidatos
principales del efecto citolitico mostrado por los trofozoitos de Entamoeba histolytica,
sobre células de mamifero. Debido a esto el ameboporo es una de las moléculas con
mayores avances en su caracterizacién bioquimica y molecular (Lynch y col 1982; Young y
col, 1982; Rosenberg et al., 1989; Leippe y Muller-Eberhard, 1994; Leippe, 1997; Bracha y
col. 1999) colocandola como un candidato ideal en el desarrollo de este proyecto, por lo
que decidimos usarlo como modelo.

En base a estos antecedentes siguiendo con nuestros objetivos realizamos la
construccion de los vectores de transfeccién pAPS’-Neo-AP3’ y pAP-5’-Hyg-AP3’ que
contienen tanto la secuencia flanqueante 5’ como 3’ del ameboporo. Ya que conocemos la
secuencia del ameboporo y sus regiones flanqueantes se disefiaron “primers” (Figura 3-6)
para amplificar ambas regiones por PCR a los que también se les adiciond en sus extremos
una secuencia para enzimas de restriccion facilitando una clonacién orientada de estos. En
el proceso de reemplazo de un gen, una secuencia endégena es substituida por una
secuencia homdloga exdgena. Por lo que, durante este proceso es necesario preservar el
100% de la homologia en la secuencia nucleédtidica a reemplazar (Waldman, 1992). En
nuestro disefo experimental tuvimos cuidado de seguir este lineamiento por lo que, los
fragmentos obtenidos por PCR fueron amplificados conservando un 100% de homologia de
las secuencias flanqueantes 5’ y 3’ del ameboporo, a partir del nucleétido —1pb a —402pb y
+294pb a +596pb respectivamente. Asi ambas regiones se clonaron flanquendo secuencias
que confieren resistencia a Neomicina o Hygromicina de tal manera que al llevarse a cabo
la recombinacién y reemplazo de la secuencia flanqueante 5’ y 3’ del ameboporo, también
se llevo acabo el reemplazo de la secuencia del ameboporo por Neomicina o Hygromicina.
El resultado serd que en el genoma tanto las secuencias exégenas de Neomicina como de
Hygromicina estardn reguladas de manera idéntica a la secuencia del ameboporo en los
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pardsitos silvestres, es decir reguladas por el promotor y secuencias reguladoras endogenas
del ameboporo.

Se ha reportado también que la longitud de la secuencia a recombinar es
determinante para una buena eficiencia, siendo importante conservar un minimo de 150 pb
de contigua homologia para que se lleve acabo una eficiente recombinacién (Waldman y
Liskay en 1988). Al mismo tiempo también es importante no excederse ya que se ha
observado que cuando se incrementa la longitud de la secuencia de 4 a 9 Kb, hay un
incremento en la eficiencia del reemplazo de un factor de 10, pero al mismo tiempo, el
niimero de recombinaciones ilegitimas se eleva a un factor de 40 (Vega, M., 2000). Por esto
y basdndonos en la experiencia exitosa en la obtencién de otros parésitos Knock-out
(Manning-Cela, R., 2001), asi como la longitud y composicién de las regiones intergénicas
del ameboporo con respecto a los genes cuesta arriba y cuesta abajo de éste, diseflamos la
amplificacién del fragmento flanqueante 5° de 421pb y del 3’ de 278pb. Estos tamafos
rednieron las caracteristicas antes mencionadas, ademas de haber sido seleccionadas bajo el
criterio de usar secuencias nucledtidicas en los oligos iniciadores que no contuvieran
regiones altamente repetidas en A y T, nucledtidos que se sabe se presentan en un muy alto
porcentaje en el genoma de amiba por lo que de usarse se podria propiciar una alta in-
especificidad durante la amplificacién y recombinacion. El alto contenido de A y T en el
genoma de la amiba ha sido otro factor que se ha considerado determinante en las
dificultades para aplicar estrategias genéticas en particular recombinacién homéloga
exitosa en amiba.

Ambas regiones se clonaron en los vectores pBS:Neo y pBS:Hyg comprobando su
exitosa construccién, de acuerdo a el patrén de restriccién obtenido con diferentes enzimas
(Figuras No 17 y 25) en donde se evalué la liberacién de las 2 regiones flanqueantes del
ameboporo AP5’ y AP3’ por separado asi como del cassette completo AP5’-Neo-AP3’ y
AP5’-Hyg-AP3’.

En base a lo discutido anteriormente podemos decir que los vectores de transfeccién
construidos en este trabajo: pBS:AP5’-Neo-AP3’ y pBS:AP5’-Hyg-AP3’, cumplen con las
caracteristicas necesarias tanto para su eficiente amplificaciéon en bacterias y su
transfeccion en amiba, asi como para que se lleve acabo la recombinacién homéloga y el
reemplazo del gen del ameboporo por los genes de resistencia para la seleccién con los
antibioticos Neomicina o Hygromicina. Considerando que el gen del ameboporo en amiba
es copia Unica y que el genoma de este parasito es diploide nuestro disefio experimental
estd dirigido a llevar a cabo el reemplazo de ambos alelos con cada uno de los dos
antibioticos utilizados para la seleccién de los pardsitos knock-out, siguiendo los criterios
ampliamente utilizados en la literatura para otros pardsitos (Iovanisci, et al, 1989;
Manning-Cela, et al; 2001). El vector pBS esqueleto usado para la construccién de los
vectores contiene un sitio ori el cual permite su replicaciéon en bacterias permitiendo la
amplificacién de la secuencia clonada de nuestro interés, también contiene el sitio multiple
de clonacién en donde se clonaron las secuencias AP5’-Neo-AP3’ y AP5’-Hyg-AP3’ y un
gen que le confiere resistencia a ampicilina para su seleccién en las bacterias transformadas
con éste. Ya clonadas y amplificadas nuestras secuencias en este proyecto, los pldsmidos
pBS:AP5’-Neo-AP3" y pBS:AP5’-Hyg-AP3’, serdn digeridos para liberar los segmentos
conteniendo las secuencias AP5’-Neo-AP3’ y AP5’-Hyg-AP3’ que se utilizaran para la
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transfeccion de las amibas, para el reemplazo de los alelos “a” y “b” del gen del ameboporo
por los cassettes que contienen las secuencias que codilican  para los antibiéticos
Hygromicina y Neomicina por recombinacién homéloga en futuros proyectos.

Es importante considerar que la alta frecuencia de reemplazo de un gene homélogo
varfa en un rango de 20 a 100% con respecto a la eficiencia de transfeccion de las
secuencias nucleotidicas de pldsmidos circulares (Cruz et al, 1990). Se ha reportado la
transfeccién de DNA circulares de pldsmidos las cuales se integran al genoma por un
mecanismo de insercién lo que involucra no sélo incorporar la secuencia deseada si no
también las secuencias del plasmido vector. Esto tiene como consecuencia una alteracién
de las secuencias endégenas que pudieran afectar la regulacién de la expresién del gen a
analizar o de los genes vecinos. Para sobrepasar estos inconvenientes es importante el
utilizar segmentos de DNA lineal que contengan (inicamente la secuencia a recombinar
flanqueando el gen utilizado para la seleccién (Laban et al, 1990) con la finalidad de que la
homologia sobre la molécula transfectada sea colineal con el blanco de DNA genémico
(Thomas et al; 1987) aumentando las probabilidades de que se lleve a cabo una
recombinacién homéloga entre estas secuencias; como se ha reportado en levadura
(Vega,M., 2000), sistema en donde se han podido seguir y describir los posibles
mecanismos por los que se lleva este proceso. Se ha reportado también que la cantidad de
DNA utilizado durante la transfeccién es importante para aumentar la eficiencia de
transfeccion (Thomas,K.R., 1986; Vega,M.,2000).

Es importante hacer notar que las secuencias correspondientes al promotor que
dirige la sintesis del ameboporo asi como las regiones responsables de la poliadenilacién de
este gen en amiba, no han sido caracterizadas por lo que las regiones flanqueantes 5’ y 3’
del ameboporo amplificadas y clonadas en nuestros vectores de transfeccion no sabemos si
contienen o no dichas secuencias. Sin embargo esto no es determinante pues no se pretende
el utilizar estos vectores de transfeccion como vectores de expresién extracromosomales.
De tal manera que el disefio utilizado considera que el uso de las regiones 5’ y 3’
amplificadas y clonadas en nuestros vectores servirdn para llevar a cabo la recombinacién
homdloga trasfectando el fragmento lineal que las contiene, por lo que los genes de
Neomicina e Hygromicina estardn bajo el control de las regiones reguladoras endégenas del
ameboporo.

La obtencion exitosa de los vectores de transfeccion pAPS’-Neo-AP3’ y pAP-5'-
Hyg-AP3’ en este proyecto, es el inicio del establecimiento de las condiciones que permitan
en futuros proyectos la obtencién de amibas knock-out en Entamoeba histolytica
permitiendo no solo el estudiar la funcién del ameboporo bajo una estrategia genética si no
también; como se dijo anteriormente, es muy importante si se quiere lograr un avance en el
entendimiento molecular y funcional de muchas otras proteinas importantes en la patogenia
asi como en los diversos procesos celulares de la amiba. Esto permitiria por ejemplo
determinar si las moléculas en estudio son o no parte de complejos funcionales, si hay o se
activan otras moléculas capaces de sustituir sus funciones en su ausencia y de poder realizar
experimentos de reconstitucién que confirmen de manera definitiva la participacién de la
proteina en todos los fenémenos en los que se propone estd involucrada.
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13 CONCLUSIONES

Los trofozoitos presentaron un numero variable de nicleos, siendo en su mayoria
mononucleados (83%) lo que sugiere la factibilidad de llevar a cabo experimentos
de transfeccion estable por recombinacién homéloga en este sistema .

Se amplificaron por PCR y se clonaron satisfactoriamente las regiones flanqueantes
AP5’ y AP3’ del ameboporo en los vectores pBS:Neo y pBS:Hyg.

Se obtuvieron los vectores de transfeccion pAP5’-Neo-AP3’ y pAP-5’-Hyg-AP3’
exitosamente como se determind por su patrén de restriccion.
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15 APENDICE

Medios

LB/It: 10 g de bacto triptona, 5 g de extracto de levadura, 10 g de NaCl. Ajustar pH 7.5.
LB/Agar/1t: 25 gde LB, 12.5 g de agar.

LB/ampicilina: después de autoclavear agegar 100 ug/ml de ampicilina).

TYI-S-33/6lt: 219 g de peptona bitriptasa, 73.2 g de dextrosa, 14.64 g de NaCl, 4.44 g de
KH>PO,, 7.44 g de L-cisteina, 1.44 g de acido ascdrbico, 0.18 g de citrato férrico de amonio.
Se ajusté el pH a 6.8 y se esteriliz6 en autoclave 15 min. a 110°C y se mantuvo almacenado
hasta su uso a -20 °C. Justo antes de su uso el medio se suplementé con suero bovino
(previamente descomplementado por calor a 65 °C/30 min.) a una concentracién final de 13%,
con mezcla de vitaminas de Diamond (in vitro, México) a una concentracién final del 3% y
finalmente con bencilpenicilina (0.25U.I/ml). Una vez que los trofozoitos alcanzaron la fase
logaritmica de crecimiento, se incubaron en hielo durante 10 min. para despegar a las células
de las paredes del tubo, el inéculo deseado se sembré en tubos con 10 ml de TYI-S33 mis 2
ml de la mezcla suero-vitaminas-antibiéticos.

TYM: 2% Bacto-tryptona, 0.5% extracto de levadura, 0.1 M NaCl, 10 mM de MgSO,.

Antibioticos

Ampicilina, solucién stock: 500 mg/ml en H,O; solucién de trabajo: 100 pg/ml.
Geneticina (G418), solucion stock: 100 mg/ml en Hepes 10 mM pH 7.2; solucién de trabajo:
5 ng/ml.

Soluciones y Buffers

Buffer de muestra: azul de bromofenol 0.25%, cianol FF gileno 0.25%, glicerol en agua 30%.
Almacenar a 4°C.

Buffer TFBI: 30 mM KOAc (pH 7), 50 mM MnCl,, 100 mM KCI, 10 mM CaCl,, 15%
glicerol. Esterilizar por filtracién (no autoclavear).

Buffer TFBII: 10 mM MOPS (pH 7), 75 mM CaCl,, 10 mM de KCL, 15% glicerol. Esterilizar
por filtracién (no autoclavear).

Buffer TE 0.1X p H8: Tris- HCl | mM pH 8/EDTA 0.1 mM pH 8.

HBS 2X: NaCl 280 mM/KCl 10 mM/Na,HPO4.2H,0O 1.5 mM/dextrosa 12 mM/HEPES 50
mM. Ajustar pH 7.05.

CaCl, 2 M:10.8 g de CaCl,.6H,0/20 ml de agua.

Solucién I: Glucosa 50 mM/ Tris.Cl 25 mM (pH 8)/ EDTA 10 mM (pH 8). Autoclavear y
guardar a 4°C.

Solucién II: NaOH 0.2 N (preparada en el momento a partir de un stock 10 N)/ SDS1%.
Solucién III:  Acetato de potasio S M Acido acético glacial 11.5 ml H,O 28.5 ml. La solucién
resultante es 3 M con respecto al potasio y S M con respecto al acetato.

STET: Sucrosa al 8% / tritén X- 100 5%/ EDTA 50 mM pH 8 (3.7 g)/ tris- HCL p HS.

dNTPs: Se preparan a un concentracién 1.25 mM en TE.
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Buffer ELT (EDTA, Lizosima y Tritén): EDTA 100 mM, lizosima 2 mg/ml, Tritén X-100
0.1%. Almacenar a -20°C.

Buffer TS (Tris-Sacarosa): Tris-HCl 50 mM pH 7.5, sacarosa 25%. Almacenar a -20°C.,
PEG-NaCl (Polietilenglicol-cloruro de sodio): PEG 6000 al 20%, NaCl 1 M, adicionar 5 ml de
Tris-HCl 1| M pH 8.0y I ml de EDTA 0.5 M.

Solucion de Isopropanol saturada con NaCl: Se hace una solucidn sobresaturada de NaCl. Se
mezcla un volumen de isopropanol con dos volimenes de solucion sobresaturada.

Aparatos e instrumentos

Centrifuga Eppendorf 5415C.
Centrifuga Sorvall RC 50.
Ultracentrifuga Beckman TL-100.
Microscopio invertido Carl Zeiss.
Microscopio de fluorescencia Olimpus.
Espectrofotémetro UV/VIS Beckman.
Cédmara de electroforesis para DNA.
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1 gatatccatg

aatgcttcaa
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421 agatgcagat
B1 agatgatgag
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/db_xref="SWISS-PROT: P34
VLI FAVAFAVTATHQGEI LCNLCTGLINTLENLLT TKGADKVKDY I SSLONKASGFIATLCTRVLDFGT DKL

AMEBOPORO

ming peptide"

1
il

2

AP-1 sentido (subrayado)

AP-2. Anti-sentido (subrayado).

Tercer ORI, Gen del ameboporo,
(negrillas).
AP-3 Sentido (subrayado).

ion tlanqueante 3°,

AP-4. Anti-sentido (subrayado).
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1. pBS:Hvg was constructed by cloning the Hyvy coding sequence inteo the
Hincl) site of Blue Scribe (+)

2. The Hyy coding sequence was generated by PCR using oligos llygro 1
{GCtggocaATGRAAARRGCCTGARCTCACC, Lthe Mscl site is in lower case, the
translation initiation codon is in bold type)
and Hygro 2 (GCgaltatCTATTCCTTTIGCCC TCGGACG, Lhe EcoRV site 15 in
loweyr case, the complement ko Lhe translation coden is ju bold type)

3. 8 and 3' flanking sequences are normally cloned into the Mscl and EcoRVY

sites raspectively.
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