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Resumen

Entamoeba histolytica es un protozoario parasito intestinal extracelular de
distribucion cosmopolita y el cual es el agente etioldgico de la amibiasis. Este es
un organismo unicelular simple, ya que, aunque presenta un nucleo, carece de
mitocondrias, peroxisomas y de organelos estructurados reconocibles tales como
el complejo de Golgi y Reticulo Endoplasmico. Aunque en el presente se lleva a
cabo la secuenciacion del genoma de E. histolytica, el estudio de la funcion génica
en este parasito ha sido muy limitado. Esto se debe a que no es posible aplicar
muchas de las técnicas de genética estandar, ya que no posee un ciclo sexual
conocido, su genoma es de ploidia compleja y cuenta con un numero variable de
nucleos en poblaciones celulares. A la fecha no se sabe si existe recombinacion
homologa en amibas o sistemas virales amibianos, por lo que la unica herramienta
genética molecular, que se puede utilizar hoy, consiste en la supresion de la
expresion génica. Basicamente, se cuenta con tres métodos de supresion génica
en este parasito: acidos péptido nucleicos (PNA), ARN antisentido y recientemente
ARN interferente.

Los PNAs son analogos sintéticos de oligonucleodtidos de ADN y ARN.
Presentan un esqueleto pseudopeptidico formado por monémeros de N-(2-
aminoetil)glicina, los cuales son aquirales, sin carga y levemente hidrofébicos. Se
ha demostrado que los PNAs son capaces de inhibir tanto la transcripcién como la
traduccién en diferentes tipos celulares. En trofozoitos de Entamoeba histolytica,
se ha observado que éstos son naturalmente permeables y capaces de inhibir
especificamente la traduccion del gene blanco.

En el presente estudio se evalud a los PNAs como agentes supresores de
la expresion génica en Entamoeba histolytica, asi como sus probables
mecanismos de interaccion con su ARNm blanco, por medio de la generaciéon de
variantes de éstos con respecto a modificaciones covalentes. Para dicho efecto se
realizaron estudios a diferentes niveles: cinética de hibridacion en fase sélida,
hibridacién en fase liquida, traduccién in vitro, inhibicidn de la traduccion en
células en cultivo y por ultimo, in vivo, inhibicibn de formacion de abscesos
hepaticos en hamsters.

Hasta este momento se han realizado todo tipo de estudios con los PNAs,
desde la caracterizacion fisicoquimica hasta modelos in vivo, pero siempre de una
manera aislada. De aqui la relevancia de este trabajo, en el cual se presenta un
estudio muitinivel, el cual nos permitié evaluar y determinar las consideraciones de
uso de los PNAs como agentes supresores de la expresion génica en el parasito
Entamoeba histolytica.



Abstract

The intestinal extracellular protozoan parasite Entamoeba histolytica, of
cosmopolitan distribution, is the etiological agent of the human amebiasis. It is a
simple unicellular organism, characterized by the lack of mitochondria,
peroxisomes and well defined organelles such as the Golgi complex and
Endoplasmic Reticulum. Analysis of gene function in this parasite has been very
limited, even though its genome is being sequenced. The absence of a sexual
cycle, the complex ploidy of its genome and the variable number of nuclei in
cellular populations, are some of the impediments for the use of conventional
genetic techniques. Even today no homologous recombination mechanisms or
amebic viral systems are known, making genetic suppression the only molecular
genetic approach. Peptide nucleic acids (PNA) or antisense RNA are, basically,
the two available genetic tools at the moment.

PNAs are synthetic analogues of DNA or RNA oligonucleotides. They have
a pseudopeptide backbone composed of N-(2-aminoethyl)glycine monomers,
which are achiral, without net charge and considerably hydrophobic. Specific
inhibition of transcription and translation with PNA oligomers has been reported in
different cellular types. Permeability and specific translation inhibition activity has
been observed in PNA treated E. histolytica trophozoites.

In the present study, we evaluated the use of PNAs as antisense suppressor
agents of E. histolytica genetic expression, and possible mechanisms of PNA
interaction with its target molecules as a function of covalent modifications. This
was done at different levels: kinetics of solid phase hybridization, liquid phase
hybridization, in vitro translation, translation inhibition in cultured cells and in vivo
assays.

At this point, a wide range of experiments with PNA have been done, but
always in an isolated manner. The relevance of this study rests on the muitilevel
approach implemented, as the results obtained permitted us to determine some
important considerations for the use of PNA as antisense suppressors of gene
expression in the parasite Entamoeba histolytica.
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Introduccién

Entamoeba histolytica.

Biologia. Entamoeba  histolytica (Figura 1)(Phylum:
Sarcomastiogophora; Subphylum: Sarcodina; Superclase: Rhizopoda; Clase:
Lobosea; Orden: Amoebida; Suborden: Tubulina; Familia: Entamoebidae;
Género: Entamoeba) esta incluida dentro de las siete especies de amiba que
pueden colonizar el tracto intestinal humano y es la unica con importancia
meédica. Durante mucho tiempo se penso que E. histolytica podia infectar a su
hospedero tanto de forma comensal, sin sintomas, como de forma invasiva,
generando lesiones intestinales y extraintestinales, tales como abscesos
hepaticos. Ahora se sabe que los diferentes cuadros los producen amibas de
distintas especies aunque morfolégicamente idénticas. E. histolytica es el
patégeno responsable de causar amibiasis invasiva y E. dispar es un comensal
del intestino (Martinez Palomo, 2000; Jackson, 1998; Espinosa-Castellano et
al., 1998).

Figura 1. Trofozoitos de E. histolytica vistos
por contraste de fases.

Ciclo de vida. E| ciclo de vida de E. histolytica se describio en estudios
realizados en monos y se ha extrapolado al humano (Dobelf, 1928). El ciclo da
comienzo al ingerir quistes presentes en insumos contaminados y comprende
de cuatro estadios consecutivos:
guistes, formas metaquisticas,
trofozoitos y prequistes. Los /’
trofozoitos, o forma invasiva, son los
gue producen el cuadro patolégico al Teofomies
colonizar la mucosa del colon. El HOMBRE \
estadio de trofozoito presenta Memaquate

~ . s (Desenquistamiente) -
tamanos de 10 a 60 um de diametro, Quisto raachro E“"“‘j;“'“""°
se multiplica por fision binaria y se ;
enquista produciendo quistes
tetranucleados tipicos después de
dos divisiones nucleares sucesivas
de quistes uninucleados. De cada
quiste emerge una sola amiba
metaquistica tetranucleada, que
produce a su vez ocho trofozoitos
uninucleados después de su division.  Figura 2. Giclo de vida de E. histolytica.

~

Mulhplicacién v
fision bimaria

Buapa ds ingeetién

AMBIENTE EXTERNO




introduccién

Los quistes aparecen en el colon cuando las condiciones de viabilidad
para el trofozoito son desfavorables. Para pasar al estadio de quiste, la amiba
elimina los nutrientes y adquiere una forma esférica para constituir un prequiste
mononucleado. Enseguida, el quiste se recubre con una resistente membrana
externa y el nucleo se divide. Los quistes inmaduros contienen dos nucleos; los
maduros, que miden entre 10 y 18 um de diametro, tienen cuatro nucleos
(Figura 2) (Martinez Palomo 1989; Martinez Palomo 2000; Jackson, 1998). Las
amibas que logran difundir al torrente sanguineo e invadir el higado son,
evolutivamente hablando, estériles ya que nunca dejan al hospedero.

Bioquimica. Bioquimicamente, E. histolytica presenta un metabolismo
que dista mucho al de los eucariotes mas complejos y se acerca mas bien al de
los procariotes en algunos aspectos. Por ejemplo, carece de hemoproteinas,
glutatién, ciclo de Krebs, via colateral de las pentosas y su glicdlisis no esta
requlada alostéricamente. Es un anaerobio/microaeréfilo que carece de
mitocondrias y cuyas enzimas glicoliticas son similares a las de bacterias. No
cuenta con citocromos, sin embargo, los electrones se transfieren de sustratos
reducidos al oxigeno a través de acarreadores como flavinas y centros de Fe
(no hemo). No presenta catalasas, peroxidasas u otras enzimas con grupos
hemo, no obstante, el trofozoito puede vivir en una atmaésfera de hasta 5% de
oxigeno. La principal fuente de energia son los carbohidratos, los cuales se
catabolizan por la via de Embden Meyerhof. El pirofosfato ha reemplazado al
ATP como fuente de energia en varias reacciones glicoliticas (Martinez
Palomo, 1989; Martinez Palomo, 2000; Carrero, 1996).

Genoma. A nivel molecular, E. histolytica presenta también diferencias
con los eucariotes avanzados. El tamano del genoma se calcula entre 2.2 a
3.7x10% Kb (Bhattacharya, 2000) y, aunque la ploidia es incierta, parece estar
organizado en 31-35 cromosomas de entre 0.3 y 3.3 Mb (Willhoeft y Tannich,
1999). La cromatina se organiza en particulas similares a nucleosomas que se
condensan por proteinas de union a ADN que difieren de las histonas tipicas
(Torres-Guerrero, 1991). El contenido de G-C es de 22 % y se sabe que en las
secuencias codificantes es de 33 %, donde también se muestra una
preferencia de A-T del 82 % en la tercera posiciéon del codon (Tannich y
Horstmann, 1992). Las regiones intergénicas y las regiones 5 y 3 no
traducidas de los ARNm son cortas (Petter ef a/., 1992; Bruchhaus ef al., 1993).
La mayoria de los genes carecen de intrones y cuando los hay, son de menos
de 100 pb (Bhattacharya, 2000). Aungue la mayoria del ADN esta contenido en
el nucleo, se ha encontrado ADN en vesiculas nucleares tanto libres en el
citoplasma como dentro de una estructura tipo cinetoplasto (EhkO) (Solis,
2002). También existen varias copias de plasmidos (episomas), que parecen
contener su propio origen de replicacion. Estas estructuras de 25 kb de longitud
(existen alrededor de 200 por célula) contienen los genes ribosomales
(Bhattacharya, 1989; Hubber, 1989).
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Entamoeba histolytica como un eucariote minimizado. E. histolytica
ha sido propuesto como un eucariote atipico, situado en un punto muy primitivo
de la evolucidm eucaridtica ya que aungue presenta un nucleo, carece de
mitocondrias, peroxisomas y de organelos bien definidos tales como el
complejo de Golgi y Reticulo Endoplasmico (Martinez-Palomo, 1982 vy
1986)(Figura 3). Sin embargo, estudios de filogenia basados en la secuencia
de ARNr (Clark, 1995), situan a Eh como un eucariote menos primitivo. Esta
ultima postura ha sido apoyada por la identificacidn de genes de Eh
relacionados con proteinas mitocondriales (Clark, 1995) y de genes que
contienen intrones (Sanchez-Lépez, 1998). También, se ha observado que ia
expresion génica se asemeja a la transcripcion monocistronica de eucariotes
recientes, asi como elementos reguladores como las cajas TATA y un
spliceosoma funcional (Miranda, 1996).

Este mosaico supone que, independientemente de un origen antiguo o
reciente, Eh presenta una serie de caracteristicas asombrosas, por lo cual se le
propone como un eucariote minimizado, el cual quizas ha ido perdiendo ciertas
caracteristicas de células eucariotes superiores probablemente como
consecuencia de su adaptacion al tipo de vida parasitario.

Figura 3. Microscopia electronica de un trofozoito de E.
histolytica, la cual muestra la ausencia de organelos
tales como el Aparato de Golgi y el Reticulo
Endoplasmico.

Amibiasis y factores de virulencia. E. histolytica es un protozoario
parasito intestinal extracelular que presenta una distribucién cosmopolita. E.
histolytica causa, aproximadamente, 50 millones de casos de absceso hepatico
y colitis invasiva anualmente en paises subdesarrollados, y es considerada la
tercera causa de muerte en humanos provocada por parasitos después de la
malaria y la esquistosomiasis (Walsh,1986). En Meéxico, se estima que
anuaimente se presentan 1 millon de casos de amibiasis y aproximadamente
de 1,000 muertes ocasionadas por E histolytica.

La invasion parasitaria, por E histolytica, es un proceso activo, mediado
por trofozoitos, del cual se pueden distiguir 4 etapas: a) adhesion a l[a mucosa
intestinal; b) muerte celular mediada por contacto y actividad enzimatica; c)
disrupcion de la pared intestinal; y d) transporte a través del sistema vascular
(Das, 1999; Espinoza-Castellano, 2000). A continuacion se detallan algunos de
los factores de virulencia identificados en E histolytica importantes para su
patogenia y virulencia.

Factores de adherencia. La adhesion del parasito a su célula blanco
depende primordialmente de la unién de su lectina Gal/Nac a residuos de
galactosa o N-acetil-galactosamina, presentes en glicoproteinas de la célula
blanco (Chadee, 1987). Esta lectina es una glicoproteina de superficie gque
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consiste en una cadena pesada de 170 KDa unida mediante puentes disulfuro
con una cadena ligera de 35 KDa (Petri, 1989). Otras moléculas que pueden
estar involucradas en la adherencia son la adhesina EhADH112 (Garcia-
Rivera, 1999), la lectina de 220 KDa (Rosales-Encina, 1989) y ei
fosfolipoglicano de superficie (Stanley, 1992).

Péptidos formadores de poro. El amibaporo, el cual se ha acreditado
como el principal responsable del efecto citolitico, es un péptido de alrededor 7
KDa y el cual presenta tres isoformas. El mecanismo citolitico propuesto para el
amibaporo se basa en su secrecién e insercidn (independiente de receptores)
en membranas celulares formando canales idnicos al oligomerizar (Leippe,
1991 y 1995).

Actividad enzimética. Varias actividades enzimaticas han sido
identificadas en este parasito, las cuales en mayor o menor medida, podrian
estar contribuyendo al efecto litico sobre la célula blanco. Aigunas de estas
enzimas son, la colagenasa (Munoz, 1984), fosfolipasa A (Ravdin, 1985) y
proteasas de cisteinas (CP)(Perez-Monfort, 1987). De estas ultimas, la
proteasa de cisteina 5 (CP5) es la méas abundante, constituye el 40 % de las
CP de amiba, y se encuentra asociada a membrana. Cabe destacar que CP5
esta ausente en la amiba no patogénica E. dispar (Bruchhaus, 1996).

A pesar de lo antes mencionado, también se ha propuesto que la
respuesta inflamatoria del hospedero puede llegar a tener un papel
determinante, ya que en estudios in vivo (hamster leucopénicos) se ha
observado que la presencia de los trofozoitos en el higado no es suficiente
para la formacién de abscesos (Olivos-Garcia, 2004).

Via secretoria de E. histolytica. La presencia de una via secretoria
tipica en E. histolytica ha sido propuesta en gran medida debido a que se han
identificado genes homoélogos a componentes moleculares de la via secretoria
en otros eucariotes. Tales genes son: SRP54, componente del complejo SRP
gue participa en el mecanismo de reconocimiento de la secuencia senal y
encargado de la conduccion de las proteinas nacientes hacia y a través de la
membrana del RE (Ramos, 1997); Sec61, componente del canal de
translocacién de proteinas a través de la membrana del RE (Sanchez-Lopez,
2000), STT3, componente del complejo oligosacariltransferasa que participa en
N-glicosilacidén (Gutiérrez, 2000); BIP, proteina residente del RE que funciona
como chaperona durante el plegamiento de polipéptidos nacientes (Gosh,
1999); PDI, isomerasa de puentes disulfuro de proteinas asociada al
plegamiento correcto (Ramos et al., 2000); ERD2, receptor de cis-Golgi que
participa en el transporte retrégrado de proteinas residentes del RE que
presentan la etiqueta KDEL (Sanchez-Lapez, 1998), Rab7, Rab11, RabA
(Temesvari, 1999), RabB (Rodriguez, 2000), Rab5 (Saito-Nakano, 2000) y
Rab8 (Juarez, 2000), las cuales son GTPasas de bajo peso molecular
involucradas en el trafico vesicular.

Por otro lado, existen evidencias de que las funciones de la via
secretoria son realizadas en el trofozoito. E. histolytica es capaz de secretar
activamente proteinas (por ejemplo factores de virulencia) y proteinas de
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membrana plasmatica son selectivamente dirigidas hacia su destino (por
ejemplo la lectina Gal/Nac). Ademas, proteinas, como el caso de la lectina,
presentan el corte proteolitico de su péptido senal, como sucederia en la
traslocacién al RE en eucariotas tipicos. Por Ultimo, existe evidencia de que E.
histolytica es capaz de realizar O- y N-glicosilacion (Sanchez-Lépez, 2000;
Vargas-Rodriguez, 1998).

Degradaci6én de proteinas por el proteasoma en Entamoeba
histolytica. Con respecto a la degradacién de proteinas por el proteasoma en
E. histolytica, pocos han sido los estudios realizados. En E. histolytica se ha
descrito tanto la presencia y actividad de la particula 20S (Scholze, 1998),
como sequencias homoélogas a las subunidades de la particula 20S y 19S
(Ramos, 1997; Hellberg, 1999). También, se ha demostrado en E. invadens
que un funcionamiento normal por parte del proteasoma es requerido para la
diferenciacién de trofozoito a quiste (Gonzalez, 1999). Por ultimo,
recientemente se reportd, por nosotros y como parte de este trabajo doctoral, la
distribucion subcelular del proteasoma en este parasito (Sanchez, 2002).

Inhibicién de la expresion génica en Entamoeba histolytica. Aunque
en el presente se avanza en la secuenciacién del genoma de E. histolytica, ha
sido muy limitado el estudio de la funcién génica en este parasito. Esto se debe
a que no es posible aplicar muchas de las técnicas de genética estandar, ya £.
histolytica que no posee un ciclo sexual conocido, su genoma es de ploidia
compleja y cuenta con un numero variable de nucleos en poblaciones
celulares. A la fecha, no se conocen sistemas de recombinacién homologa para
amibas o virus amibianos, por lo que la unica herramienta genética molecular
hoy, consiste en la supresion de |la expresion génica y la sobreexpresion a
partir de plasmidos.

Basicamente se cuenta con dos métodos de supresion génica en este
parasito, acidos péptido nucleicos (PNA) y ARN antisentido (transfeccién de
trofozoitos con plasmidos codificantes para ARN antisentido; el gene que se
desea inhibir se clona en direccién opuesta en el plasmido) (Stock, 2001; Ankri,
1998 y 1999; Bracha, 2000).

Ankri y colaboradores reportaron por primera vez, en 1998, la inhibicion
especifica de una proteina amibiana en células de cultivo mediante la
utilizacion de ARN antisentido. Con esta metodologia, lograron disminuir
especificamente la expresion de tres genes amibianos, con una eficiencia de
inhibicién de un 70 % con respecto al control (Ankri, 1998). Debido a que esta
metodologia requiere de una excesiva manipulacién de los trofozoitos, se han
puesto en tela de juicio los fenotipos obtenidos con este procedimiento, ya que
éstos pueden deberse al estrés en el cual se encuentran [os trofozoitos y no a
la bajada especifica de la proteina blanco (Petri, 1999).

Nuestro grupo ha utilizado un enfoque diferente, manipular y modificar lo
menos posible a los trofozoitos, siendo el unico blanco de alteraciéon las
moléculas de acidos péptido nucleicos. Esto aumenta la confianza en que los
fenotipos que observamos son ocasionados por la disminucién especifica de
las proteinas blanco. En estos estudios o unico que se hace es adicionar las
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moléculas de PNA al medio de cultivo con los trofozoitos e incubarlas el tiempo
deseado. Las inhibiciones alcanzadas con esta metodologia son comparables a
las obtenidas utilizando ARN antisentido (70 % de inhibicion con respecto al
control) (Stock, 2001) (anexo 1).

Recientemente, el grupo de Mirelman al tratar de sobreexpresar el
péptido de amibaporo, Ehap-a, (transfectando amibas con plasmidos que
contenian tanto la region codificante como las regiones 5" y 3" del gene en
direccion sentido) observé que la produccion de amibaporo tanto endégena
como la de plasmido era totalmente abolida. Posteriormente, determinaron que
ta regidon S° no traducida era suficiente para inhibir totalmente la expresion
endogena de amibaporo. En este articulo concluyen gue el silenciamiento
observado es a nivel transcripcional, ya que la inhibicién se logré utilizando
solamente la region homologa 5, el inicio de la transcripcion de Ehap-a estaba
blogueado y, por ultimo, no se detecto la presencia de fragmentos pequefos de
ARN de doble cadena codificantes ni no codificantes de Ehap-a (Bracha, 2003).
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Transporte y secrecion.

Generalidades. El mantenimiento de la organizacién estructural y
funcional, tanto en células procariotas como eucariotas, requiere de situar a las
proteinas sintetizadas en el sitio indicado para su correcta funcionalidad. Para
dicho efecto, la célula ha tenido que especializar procesos de localizacién
subcelular adecuados para cada una de sus moléculas. En procariotas, de
manera general, las proteinas son sintetizadas en el citoplasma y pueden
permanecer en él o, mediante sefales peptidicas adecuadas, pueden ser
dirigidas a organelos, ser insertadas o secretadas a través de la membrana
plasmatica (Rothblatt, 1994).

Para el caso de las células eucariotas, |a localizacion subcelular se logra
mediante un transporte intracelular a traveés de un sistema endomembranoso.
En este sistema, las membranas con permeabilidad selectiva organizan vy
separan las reacciones bioquimicas de un organelo, generando
compartimientos morfologicamente distintos y funcionaimente especializados.
Ademas de contener transportadores responsables de la importacién y
exportacién de metabolitos, las membranas poseen los mecanismos para
importar e incorporar las proteinas que hacen unico a cada compartimiento
(Mellman, 2000). Para explicar este flujo intracelular de moléculas han surgido
varios modelos, empero, sélo dos han logrado trascender: el modelo vesicular y
el modelo de maduracion de cisternas.

La transferencia de moléculas entre compartimientos, explicado por el
modelo de transporte vesicular, propone gue ésta se lleva a cabo mediante
pequenas vesiculas membranosas. (Palade, 1975) (Figura 4). Esta
transferencia es siempre de una manera direccional, desde el compartimiento
donador hacia el aceptor. Tipicamente, estos compartimientos estan
compuestos de membranas bioquimicamente distintas y por una serie de
etiqguetas moleculares, que permiten la interaccion y fusion soélo con el
compartimiento apropiado. Estas etiquetas incluyen a las proteinas SNARE y
Rab (GTPasas de bajo peso molecular)(Soogard, 1994).

De acuerdo con el modelo de maduracion de cisternas, el material es
transportado sin abandonar el lumen de la cisterna y es ésta la que madura
secuencialmente hasta alcanzar su destino final (Mironov, 1997).
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Figura 4. Esquematizacién de una via secretoria eucariota tipica.

La via secretoria en eucariotas. La secrecidn de proteinas en una
célula eucariota puede dividirse en cuatro etapas principales: a) transporte y
translocacion a través de la membrana del reticuio endoplasmico (RE); b)
protedlisis, glicosilacion y plegamiento en el lumen del RE; ¢) transporte hacia
el aparato de Golgi (AP) y maduracién de las proteinas; y d) transporte
vesicular hacia el compartimiento blanco 0 ambiente extracelular (Sakaguchi,
1997).

Transporte y translocacién a través de la membrana del reticulo
endoplasmico. Al ensamblarse el ribosoma sobre el ARNm en el citoplasma y
comenzar la traduccion, la proteina naciente puede seguir dos diferentes
caminos; continda sintetizandose en el citoplasma, o es reconocida y
transportada a la membrana del RE por ia particula de reconocimiento de la
senal (SRP). Esta particula es un complejo ribonucleoproteico que al reconocer
el péptido emergente del ribosoma, detiene la traduccién y transporta el
complejo ribosoma-polipéptido-ARN hacia la membprana del RE. Una vez en la
membrana del RE, el complejo ribosoma-polipéptido-ARN-SRP interacciona
con el receptor para la SRP, lo que ocasiona la disociacion de la molécula SRP
del complejo y posiciona al péptido naciente sobre el canal de translocacion.
Posteriormente se reinicia la traduccion y da comienzo la translocacion. El
canal de translocacion es un complejo de proteinas transmembranales que
genera un entomo hidrofilico en la membrana para que el péptido sea capaz de
atravesar hacia el lumen del compartimiento. El complejo de translocacion esta
compuesto por varias proteinas, de las cuales destacan el receptor de SRP, las
proteinas TRAM y el complejo Sec61 (Sec61a, B y y). Las proteinas de
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membrana son insertadas en ésta por la misma maquinaria de translocacion
por un mecanismo poco conocido (Johnson, 1999).

Glicosilacién y plegamiento en el lumen del reticulo endoplasmico. La
glicosilacion y plegamiento de proteinas se inicia mientras éstas son
translocadas al lumen del RE. Durante la translocacion del polipéptido naciente,
algunas proteinas chaperonas, como Bip, se unen a éste, favoreciendo el
plegamiento correcto. Ademas, en este momento se inicia la formaciéon de
puentes disulfuro, catalizada por la enzima PDI, y la transferencia de
oligosacaridos, catalizada por el complejo oligosacaril transferasa. Si la
proteina no posee senales de residencia para el RE y ha sido plegada
correctamente, continda su camino hacia el aparato de Golgi en vesiculas
cubiertas por el complejo COPIl (Mellman, 2000).

Transporte hacia el aparato de Golgi y maduracion de las proteinas. Al
fusionarse las vesiculas tipo COPII con la membrana del cis-Golgi y liberar su
contenido en el lumen de éste, las modificaciones a las proteinas para su
maduracion contindan. La maduracion de las proteinas se da durante su paso a
través de las distintas cisternas del complejo de Golgi (cis-medial-trans) y
pueden sufrir modificaciones como O-glicosilacion y rearreglo de azucares,
sulfatacion, fosforilacion y protedlisis. Las proteinas residentes del lumen del
RE que poseen el tetrapéptido sefal KDEL, al llegar al cis-Golgi son
reconocidas por el receptor ERD2, seleccionadas, concentradas vy
empaquetadas en vesiculas cubiertas por el complejo COPI. Estas vesiculas
son conducidas por transporte retrogrado de regreso al RE (Pelham, 1996).

Transporte vesicular hacia el compartimiento blanco o ambiente
extracelular. Una vez que las proteinas alcanzan su maduracién final en el
trans-Golgi, estan listas para ser secretadas o localizadas a su destino final. En
esta cisterna son empaquetadas en vesiculas cubiertas de clatrina y
transportadas a la via endosomal o a la membrana plasmatica. El
direccionamiento correcto de estas vesiculas a su destino final, esta asociado a
la presencia de proteinas SNARE en la superficie de la vesicula (v-SNARE) y
en la membrana del organelo blanco (t-SNARE). Estas proteinas son
receptores de factores solubles citosodlicos necesarios para el anclado y fusion
de la vesicula en la membrana blanco, de las cuales [a mas caracterizada es la
familia de proteinas Rab.
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Degradacién de proteinas por el proteasoma.

El tiempo de vida de una proteina en una célula esta determinado por la
funciéon gque realiza y por la etapa del ciclo celular en que se encuentra la
célula. Una vez cumplida su funcién o el cambio de etapa de la célula, ésta se
vuelve mas propensa a la degradacion por enzimas especificas o mecanismos
generales. El mecanismo de degradacion general de proteinas citosélicas es
esencialmente llevado a cabo por el proteasoma. Este se conoce en el
presente como el sistema de ubiquitinacién/proteasoma, ya que la gran
mayoria de las proteinas que son degradadas por este sistema primero sufren
una conjugaciéon (marcaje) covalente de una cadena multimérica de ubiquitinas.
Una vez “marcadas” estas proteinas son degradadas rapidamente por el
proteasoma en una forma ATP dependiente (Hochstrasser, 1985).

El proteasoma 26S es un complejo cilindrico de 2100 KDa, compuesto
de dos particulas, la proteolitica (20S) y el cap regulador (18S). En los sistemas
estudiados, la particula 20S (700 KDa) esta formada por 28 subunidades,
formadas por los productos de 7 genes homoélogos oy B. Estas subunidades
generan un afreglo de 4 aros con 7 subunidades cada uno de ellos. Los dos
aros externos se componen exclusivamente de subunidades o, mientras que
los dos aros interiores se componen de subunidades J3, las cuales presentan la
actividad proteolitica (Figura 5). La particula 19S (700 KDa) es un complejo
formado por 20 subunidades, la cual puede unirse a la particula 20S por uno o
ambos extremos. Esta particula es la que le confiere al proteasoma la actividad
de degradacién de protefnas dependiente de ATP y ubiquitinacion (Figura 6).
De la misma manera, la subunidad 11S al unirse a la particula 20S promueve la
degradacion ATP-independiente de péptidos que no han sido ubiquitinados (en
el caso de células de mamifero) (DeMartino, 1999).

Archae Eucariote

20

2 genes: 14
ayB, genes:
14 7 tipo o
copias 7 tipo B
cada uno 2 copias
cada uno

Figura 5. Organizacion estructural del proteasoma.
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Figura 6. Sistema de degradacién de proteinas Ubiquitina/Proteasoma.
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Supresioén génica.

Generalidades. En 1953 se describio la estructura de |la doble hélice del
acido desoxirribonucleico (ADN), suceso gue permtié a la comunidad cientifica
investigar las bases moleculares de la herencia. Enseguida, se generaron
cantidades abrumadoras de informacion, lo cual catalizé el establecimiento del
area que hoy conocemos como biologia molecular. La direccion que siguié gran
parte de la biologia molecular, y como la seguimos entendiendo hasta estos
tiempos, fue determinar la relacion que existia entre ADN, ARN y proteina, y la
importancia de éstos a nivel celular.

La expresion génica se puede inhibir en dos niveles, a nivel de |a
transcripcion y a nivel de la traducciéon. Por consenso general se ha
denominado inhibicién antigene cuando se bloquea la transcripcién, e inhibicién
antisentido cuando se bloquea la traducciéon. Como se puede inferir de manera
l6gica, la inhibicion antigene disminuye tanto los niveles del acido ribonucleico
mensajero (ARNm) como los de la proteina codificada por éste, mientras que
en la inhibicion antisentido, en principio, s6lo se disminuyen los niveles de
proteina (Figura 7).

En 1978, Paul Zamecnik reportd por vez primera la utilizacion de
oligonucleétidos como agentes antisentido, los cuales cuando eran adicionados
exdgenamente a cultivos celulares con virus de sarcoma Rous, inhibian la
replicacién de éste en células infectadas. En este reporte, se enfatizd la posible
aplicacion de oligbmeros como agentes quimioterapéuticos generales y se
propusieron las bases para el disefo exitoso de oligbmeros antisentido, las
cuales radican en dos caracteristicas fundamentales: especificidad y afinidad. A
partir de ésto, los acidos nucleicos antisentido atrajeron un gran interés como
una nueva clase de posibles agentes terapéuticos para el tratamiento de
infecciones virales, cancer y desérdenes genéticos, debido a su capacidad de
inhibir especificamente la expresién de genes asociados a ciertos
padecimientos. Sin embargo, una gran desventaja que atrasé la utilizacion de
los oligbmeros naturales fue el hecho de que son degradados rapidamente por
nucleasas, siendo necesaria la administraciéon repetida de éstos para lograr
mantener una dosis terapéutica. Debido a esto, a mediados de los anos 80, se
inicio la carrera por disefar andlogos de acidos nucleicos bioldgicamente
estables (resistentes a nucleasas) que mantuvieran las caracteristicas de
hibridacion a ARN y ADN natural.
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Figura 7. Inhibicién de la expresién génica. lzquierda: inhibicién antigene, disminuyen
tanto los niveles de ARNm como de proteina. Derecha: inhibicién antisentido, sélo
disminuyen los niveles de proteina.

Andlogos. Los analogos sintéticos que se han generado hasta este
momento se pueden dividir en tres grandes grupos: 1) los modificados en el
grupo fosfato; 2) los modificados en el azucar (ribosa) y 3) los modificados en
ambos grupos (Figura 8). Los modificados en el grupo fosfato incluyen a los
fosfarimidatos, fosforoditioatos, fosforotriésteres, boranofosfatos y fosforotiatos;
estos ultimos, que son los mas estudiados hasta la fecha, conservan las
propiedades de hibridacién con ADN, pero la formacion de hibridos y el
apareamiento de bases estan alterados, ademas de que se unen
inespecificamente a proteinas de union a ADN. Para el siguiente grupo, se
propuso sustituir el esqueleto de ribosas por otros compuestos como hexosas y
derivados morfolinicos, seguidos por una larga lista que incluye alcanos,
éteres, tioéteres, aminas, cetonas, formacetales, tioformacetales, amidas,
carbamatos, ureas, hidroxilaminas, sulfamatos, sulfamidas, sulfonas,
glicinamidas y otros, pero solo unos pocos lograron imitar satisfactoriamente la
geometria del enlace fosfodiéster. Por ultimo, en la clasificacidn de los
modificados en ambos grupos, destacan los llamados acidos péptido nucleicos
(PNA), en los cuales se sustituyé el esqueleto desoxirribofosfato por un
esqueleto pseudopeptidico (Nielsen, 1995).
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Figura 8. Esquematizacion de los tres grupos de analogos sintetizados.

Acidos Péptido Nucleicos (PNA) e inhibicién génica.

Generalidades. Estos analogos fueron inicialmente descritos y
sintetizados en 1992 por Nielsen y colaboradores (Hyrup, 1996). En el
presente, la sintesis quimica de PNA se lleva a cabo por medio de métodos
analogos utilizados en la sintesis de péptidos, encontrandose en el mercado
mondmeros para la quimica tboc y fmoc.

Los PNA son analogos sintéticos de oligonucleotidos de ADN y ARN.
Presentan un esqueleto pseudopeptidico formado por monomeros de N-(2-
aminoetil)glicina, los cuales son aquirales, sin carga y levemente hidrofébicos.
Las bases purinicas (A, G) y pirimidinicas {C, T) se encuentran ancladas al
esqueleto pseudopeptidico por medio de enlaces metil-carbonilo. A diferencia
de los oligonucledtidos naturales, ADN y ARN, las moléculas de PNA no
contienen azucar (pentosa) ni grupos fosfatos (Figura 9).

Por nomenclatura convencional, el amino terminal de los PNAs
representa el 5', mientras que el carboxilo terminal representa el 3’ del
oligonucleotido natural. Los PNA pueden hibridar con su acido nucleico
complementario con una orientacion tanto paralela como antiparalela. Sin
embargo, la orientacion Péptido PNA ADN
antiparalela se prefiere
predominantemente (Good, 1998).

Los duplexes que se mencionan en =
esta tesis son antiparalelos, a "
menos que se indigue 1o contrario.

H

Figura 9. Estructura quimica de un "‘:§==°
péptido, PNA y una molécula de ADN. &’Z«R.
El enlace amidico caracteristico de los "
péptidos y PNA estad en cuadro. #‘
[llustracién tomada del libro Peptide "
Nucleic Acids Protocols and
Applications, Nielsen P. and Egholm M.

Horizon scientific press. 1999.] R

E

i
COOH
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Propiedades. E| caracter neutral del esqueleto de los PNAs es una
propiedad importante. En términos de estabilidad, se ha demostrado que, a
baja y mediana fuerza iénica, los complejos complementarios PNA/ADN son
mas estables que los complejos correspondientes de ADN/ADN. Esto se
atnbuye a la ausencia de repulsion de cargas entre la molécula de PNA y ADN.
Por otro lado, y de cierta manera inesperadamente, la especificidad de los
complejos PNA/ADN es mayor que la observada en los complejos naturales.
Un cambio de una base en la secuencia complemetaria de los oligonucleétidos,
es generalmente mas perturbadora en los duplexes PNA/ADN que en los
duplexes ADN/ADN. Se han generado 15meros de PNA o ADN con todos los
cambios Unicos posibles (mismatch) y se ha evaluado el cambio en la
temperatura de desnaturalizacién (ATn) para todos ellos. En los duplexes
PNA/ADN el promedio del AT, fue 15°C, mientras que para el caso de los
duplexes correspondientes de ADN/ADN fue de 11°C (Egholm, 1993).
Resuitados similares se han reportado para complejos PNA/ARN (Jensen,
1997). Asi mismo, la neutralidad del esqueleto del PNA, hace que la velocidad
de hibridacion con su secuencia blanco sea significativamente mayor que la de
su analogo natural. Desde una perspectiva clinica, los oligébmeros de PNA
iNnteraccionan poco 0 nada con proteinas séricas.

La carencia de repulsion eiectrostatica entre las dos cadenas del dupiex
PNA/acido nucleico, hace que en gran medida |la temperatura de
desnaturalizacion (Tn,) sea independiente de la concentracion de sales. Esto
hace que en condiciones fisiologicas de sal (NaCl), se observe una diferencia
significativa de |la estabilidad (Tm) entre ambos duplexes (Figura 10). A pesar
de no depender de la fuerza idnica, la T, de los duplexes PNA/ADN,
correlaciona en mayor o menor medida con el contenido G-C y con el contenido
de purinas en la hebra de PNA. Basados en en estos datos y en la Ty
calculada para duplexes ADN/ADN, se generd una formula empirica para la
determinacion de la T, de duplexes que contienen PNA.

Tm = Co + Gt * Tm(NNADN) + G, * f,, + C3 * longitud

En donde Tm(nNADN) es la Ty, calculada del duplex natural determinada con el
modelo nearest neighbour y utilizando los valores AH® (cambio en la entalpia) y
AS°® (cambio en la entropia) descritos por Santalucia (SantaLucia, 1996). fyyr
denota el contenido fraccionario de bases pirimidinicas y “longitud” es la
cantidad de mondmeros de |la secuencia del PNA. El valor de las constantes se
determino en c,=20.79, ¢1=0.83, c,=-26.13 y c3=0.44 (Giesen, 1998).

La estructura tridimensional de los ddplexes PNA/ADN y PNA/ARN se
resolvié por resonancia magnética nuclear (NMR) y cristalografia de rayos-X.
Se concluyé que las moléculas de PNA son faciimente moldeables y se
adaptan a la estructura del acido nucleico blanco, conformacion A o B para
duplexes con ARN y ADN respectivamente (Nikiforov, 1999).

Los PNA, debido a su naturaleza quimérica, al ser utilizados en sistemas
celulares, no son reconocidos por nucleasas ni proteasas, |lo que aumenta
considerablemente su tiempo de vida media y su biodisponibilidad.
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Debido a la aita afinidad, especificidad y estabilidad in vivo que
presentan los PNAs, su posible utilizacion como agentes antisentido para el
tratamiento de enfermedades tales como infecciones virales y cancer ha
despertado un gran interés.

PNAs e inhibicién génica. Estudios de traduccion in vitro, en sistemas
libres de células, han demostrado que los PNAs son capaces de inhibir la
traduccion eucaridtica mediante la formaciéon de duplexes tanto en la regidon de
inicio de traduccion como en la regién 5 no traducida y, en menor medida, en
la region codificante. Se sabe que los hibridos PNA/ARN no activan a la enzima
RNAsa H, por lo cual la inhibicién depende de otros mecanismos, tal vez un
impedimento estéerico o una desestabilizacion bioldgica de los ARNm. Por otro
lado, estudios de Biacore y determinaciones de la Tm han demostrado que la
velocidad de formacion del hibrido correlaciona con la estabilidad de éste
(Jensen, 1997).

Al utilizar cepas de E. coli permeables o ser introducidos en células por
medio de microinyeccidn, se ha observado que concentraciones micromolares
de PNA son suficientes para inhibir efectiva y selectivamente [a transcripcion y
la traduccidn de los acidos nucleicos complementanos (Good y Nielsen, 1998a
y 1998b).

Uno de los grandes impedimentos en la utilizacion de los PNAs como
agentes antisentido ha sido su baja permeabilidad celular (Good, 2001). Para
sobrepasar este obstaculo, se propuso generar conjugados de PNAs con
moléculas acarreadoras.

Se ha observado que PNAs unidos a secuencias de localizacion nuclear
(NLS), son capaces de penetrar al nucleo de células tumorales de mamifero en
cultivo e inhibir especificamente la transcripcion del gene c-myc (Boffa,
comunicacién personal).

Al utilizar sistemas in vivo, se ha demostrado que las células neuronales
son excepcionalmente permeables a las moléculas de PNA. En estudios
recientes se ha demostrado que PNAs administrados por via intraperitoneal en
ratas, son capaces de cruzar la barrera hematoencefalica y tener un efecto
antisentido especifico sobre ef gene de neurotensina (Beth, 1999).

En el laboratorio, se ha observado que células de Eh son naturalmente
permeables a oligdbmeros de PNAs no modificados de longitudes de entre 13 y
20 residuos. Utilizando PNAs a 20 uM se ha logrado una disminucion de la
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expresion de los genes EhSrp54, EhErd2, EhSec61 y EhRab8, cuando los
PNAs estaban dirigidos contra los primeros 17 nucledtidos codificantes del
ARNmM (Olvera A, tesis de maestria 1999; Saralegui A, tesis de maestria 2002;
Stock 2001).

Como se presenta en esta introduccién, hasta este momento se han
realizado todo tipo de estudios con los PNAs, desde la caracterizaciéon
fisicoquimica hasta modelos in vivo, pero siempre de una manera aislada. De
aqui la relevancia de este trabajo, en el cual se presenta un estudio a todos los
niveles posibles, el cual nos permitié evaluar y determinar las consideraciones
de uso de los PNAs como agentes supresores de la expresién génica en el
parasito Entamoeba histolytica.
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Objetivos

Objetivo general

Evaluar la eficiencia de hibridacidn/bloqueo traduccional de acidos
péptido nucleicos especificos para la expresion del gen Sec61 de E. histolytica,
con el fin de establecer las condiciones de uso de éstos como agentes
supresores de la expresion génica en este parasito.

Objetivos particulares

Llevar a cabo la sintesis quimica de PNAs que correspondan a las
secuencias de bases nitrogenadas blanco para el bloqueo antisentido del gen
Sec61 de E. histolytica.

Purificar y caracterizar los PNAs sintetizados.

Realizar un estudio sistematico de la permabilidad celular hacia PNAs en
términos de: longitud, composicion (purina:pirimida) y modificaciones
covalentes con grupos acarreadores o sefales de localizacién nuclear
descritas.

Clonar, expresar y purificar la proteina recombinante de la subunidad o
del proteasoma de Eh.

Producir anticuerpos policlonales contra la proteina recombinante de la
subunidad o del proteasoma.

Evaluar el efecto antisentido de los PNAs para Sec61, a nivel de
proteina en células en cultivo.

Evaluar el fenotipo de Eh ocasionado por el tratamiento con PNAs.

Evaluar el efecto antisentido de los PNAs para Sec61 en la traduccidn in
vitro.

Evaluar la cinética de hibridacion de los PNAs con oligos de Sec61
mediante estudios de Biacore, asi como la estabilidad de los hibridos en
solucién (Tm).

Evaluar el efecto de los PNAs antisentido para Sec61 sobre la formacion
de abscesos hepaticos por Eh en estudios in vivo en hamsters.
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Materiales y Métodos

Eleccion de las secuencias de los PNAs.

Las secuencias de los PNAs antisentido sintetizados se eligieron con base
en los siguientes criterios:

Cubrir el inicio de traduccién.

No hibridar con ningun otro gene o secuencia de E£h reportado en el
GenBank (esto se determiné utilizando el programa BLAST).

Tener una longitud de entre 17 y 20 residuos.

No contener mas de seis purinas por cada diez residuos.

No presentar cuatro residuos G adyacentes.

Si el PNA era capaz de autohibridar, los hibridos no debian contener
mas de 4 enlaces A-T y no mas de tres enlaces cuando uno de éstos
era G-C.

En el caso de los PNAs scrambled, la composicion de bases nitrogenadas
fue la misma que en los antisentido, cambiando solamente la secuencia.
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Sintesis de PNA.

Sintesis basica. La sintesis se realizé en fase sélida segun un protocolo
publicado previamente (Hyrup et al., 1996). Se utilizo resina MBHA (Novabiochem)
sin grupo protector y monomeros-tBoc (PerSeptive). Los reactivos utilizados para
la sintesis fueron adquiridos de las firmas comerciales Fluka, Sigma, PerSeptive,
Burdick and Jackson y Merck.

La resina se preparo para la sintesis lavandola dos veces con DCM, dos
veces con NMP y una vez con DMF:Piridina (95.5) en matraces de Merrifield
modificados. Posteriormente, la resina se dejé reaccionar, durante 1 h a 40 °C y
agitacion constante, con la solucién del mondmero (5 equivalentes de monémero,
4.5 equivalentes de HATU, suficiente NMP para obtener una concentracion final
de mondémero de 0.1 M, 5 equivalentes de DIPEA y 7.5 equivalentes de Sim-
Collidina). Una vez terminado el acoplamiento, se descarté el monémero que no
hubiese reaccionado con dos lavados de NMP y se acetilaron todos los grupos
amino que no reaccionaron con una solucién de Anhidrida Acética:Collidina:DMF
(5:6:89) durante 5 min a 40 °C y agitacién constante. A continuacion, la acetilacion
se inactivé lavando la resina una vez con DMF:Piperidina (95:5) durante 2 min.
Como ultimo paso, la resina se lavo tres veces con NMP. Para acoplar el siguiente
mondmero, la resina se desprotegid con dos lavados de TFA:mCresol (95:5)
durante 3 min y agitacién. En seguida, la resina se neutralizé mediante tres
lavados con NMP y uno con DMF:Piridina (95:5), para posteriormente mezclarla
con la solucion del siguiente mondmero y llevar a cabo los pasos subsecuentes
antes mencionados. Para obtener el PNA con la secuencia deseada se llevaron a
cabo ciclos de estos pasos, adicionando en cada ciclo el mondmero
correspondiente a la secuencia de PNA propuesta (Figura 11).

Una vez terminada la sintesis del PNA, éste se separ6 de la resina. La
resina con el PNA se lavé dos veces con DCM y dos veces con TFA,
posteriormente, ésta se traté con TFA:TFMSA:mCresol (8:2:1) por dos horas a
temperatura ambiente y agitacion constante. A continuacién, la solucion resultante
se precipité en siete volumenes de éter dietilico frio en agitacion. Esta solucion se
centrifugd a 4000 rpms por 10 min y el sobrenadante se descarté. El precipitado
se resuspendidé en el mismo volumen de éter frio y se volvié a centrifugar de la
misma manera. El sobrenadante se descartd y el éter remanente se evaporo con
No.
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Resina — ——Boc <

1. Desproteccién: TFA
2. Lavado

Resina — ——NH;", CF;C00

3. Acoplamiento
4. Lavado

Resina —— —-=B8oc

5. Capping
6. Lavado

7. Ruptura de la resina (TFMSA)

Resina — r W — NH;
.l

Figura 11. Representacion esquematica de la sintesis de PNA en fase sélida. Quimica tboc.

Derivatizaciones. Acoplamientos directos. Las modificaciones con los
acidos grasos hexanoico, decanoico, miristico, palmitico, cdlico y colesterol
hemisuccinato, se realizaron en el extremo amino terminal del PNA (Tabla 1).

Para todos los casos, la resina se dejé reaccionar, durante 1 h a 40 °C y
agitacion constante, con la solucion del acido graso (5 equivalentes de monomero,
4.5 equivalentes de HATU, suficiente NMP para obtener una concentracion final
del acido graso de 0.1 M, 5 equivalentes de DIPEA y 7.5 equivalentes de Sim-
Collidina).

Acoplamientos con el espaciador reducible. El espaciador Cys-Cys-1,2-
diaminoetano fue amablemente proporcionado por Enrico Millo (Millo, 2002).

El espaciador cistina-1,2-diaminoetano se acoplo al amino terminal del PNA
(Tabla 1). Una vez que se sintetizé el conjugado PNA-C-C-1,2-diaminoetano, el
material se dividié en tres partes iguales. Una parte no se modifico (PNA-C-C-1,2-
diaminoetano). Otra parte se modificd con el acido miristico, utilizando las mismas
condiciones que en el acoplamiento directo (PNA-C-C-1,2-diaminoetano-miristato).
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La parte restante se modificé con el péptido penetrina (PNA-C-C-1,2-
diaminoetano-Penetrina).

La sintesis de la fracciéon peptidica del conjugado PNA-C-C-1,2-
diaminoetano-penetrina, se realizo utilizando la quimica fmoc.

La resina se dej6 reaccionar durante 1 h a 40 °C y agitacion constante, con
la solucidén del aminoacido (5 equivalentes del aminoacido, 4.5 equivalentes de
HATU, suficiente NMP para obtener una concentracién final del aminoacido de 0.2
M, 5 equivalentes de DIPEA y 7.5 equivalentes de Sim-Collidina). Una vez
terminado el acoplamiento, se descarté el aminoacido que no hubiese reaccionado
con tres lavados de NMP y se acetilaron todos los grupos amino gue no
reaccionaron con una solucién de Anhidrida Acética:Collidina:DMF (5:6:89)
durante 5 min a 40 °C y agitacién constante. La resina se lavd tres veces con
NMP. Para acoplar el siguiente aminoacido, la resina se desprotegié con un
lavado de Piperidina:DMF (2:8) durante 20 min a 40 °C y agitacion y se lavo tres
veces con NMP. Se utilizaron D-aminoacidos (novabiochem). La secuencia del
péptido de penetrina es NH-RQIKIWFQNRRMKWKK-COOH.
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Purificacién y caracterizacién de los PNAs.

La purificacién y caracterizacion de los PNAs fue mediante cromatografia
liquida de alta presion (HPLC), utilizando columnas de Fase Reversa Cyg,
acoplada a espectroscopia de masas (EM). La exactitud de la masa determinada
es de + 1 uma (Scarfi ef al.,, 1997). Los PNAs utilizados tuvieron una pureza
minima del 95%.
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Secuencias de los PNAs sintetizados.

La secuencia de los PNAs sintetizados se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Secuencia y modificaciones de los PNAs sintetizados. Linker: 1,2-diaminoetano.

EhSao.

Antisentido CONH,-AATACTGATTTTITACTT T TG-Biotina-NH,
Scrambled CONH;-AATGATACTTATTTTTGTCT-Biotina-NH,
Antisentido CONH,-AATACTGATTTTTACTTTTG-Colesterol-NH,
Scrambled CONH;-AATGATACTTATTTTTGTCT-Colesterot-NH,
Antisentido CONH,-AATACTGATTTTITACT T-Colesterol-NH,
Scrambled CONH-AATGATACTTATTTTTG-Colesterol-NH,
Antisentido CONH,-Biotina-K-AATACTGATTTTTACTT-NH,
Scrambled CONH,-Biotina-K-AATGATACTTATT TTTG-NH,
Antisentido CONH;-Biotina-K-AATACTGATTTTTACTT-Acido Colico-NH,
Scrambled CONH,-Biotina-K-AATGATACTTATTTTITG-Acido Célico-NH,
Antisentido CONH,-Biotina-K-AATACTGATT I TTACTT-Miristato-NH,
Scrambled CONH,-Biotina-K-AATGATACTTATT T T TG-Miristato-NH,
Antisentido CONH;-Biotina-K-AATACTGATTTTTACTT-Palmitato-NH,
Scrambled CONH,;-Biotina-K-AATGATACTTATT T T TG-Palmitato-NH,
Antisentido CONH5-Biotina-K-AATACTGATTTTTACTT-NH,
Scrambled CONH,-Biotina-K-AATGATACTTATTTTTG-NH,
Antisentido CONBRy-AATACTGATTTTTACTT-NH,

Scrambled CONR,-AATGATACTTATTTTTG-NH,

Antisentido CONH5-Biotina-K-AATACTGATTTTTACT T-Cisteina-NH,
Scrambled CONH,-Biotina-K-AATGATACTTATTTTTG-Cisteina-NH,
Ehs2

Antisentido CONH;-ATCATTTTGTGGACAGC-Biotina-NH,
Scrambled CONH,-TCAGGACTCAATGGTT T-Biotina-NH;
Antisentido CONH,-Biotina-K-ATCATTTTGTGGACAGC-Cisteina-NH,
EhSecélo

Antisentido CONH;-Biotina-K-TACCCTCACAAAAAGT T-NH,
Scrambled CONH,-Biotina-K-CCATTCACACAGATATA-NH,
Antisentido CONH,-Biotina-K-TACCCTCACAAAAAGTT-Miristato-NH;
Scrambled CONH,-Biotina-K-CCATTCACACAGATATA-Miristato-NH,
Antisentido CONH;,-TACCCTCACAAAAAGTT- Minstato-NH,
Scrambled CONH,;-CCATTCACACAGATATA- Miristato-NH,
Antisentido CONH,-TACCCTCACAAAAAGTT-K- Miristato-NH,
Scrambled CONH,-CCATTCACACAGATATA-K- Miristato-NH;

Antisentido

CONH;-TACCCTCACAAAAAGTT-K-Haxanoato-NR;
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Scrambled CONH,-CCATTCACACAGATATA-K-Decanoato-NH,
Antisentido CONH,-TACCCTCACAAAAAGTT-(Cys),-Linker-Miristato-NH,
Scrambled CONH,-CCATTCACACAGATATA-(Cys),-Linker-Miristato-NH-
Antisentido CONH,-TACCCTCACAAAAAGTT-(Cys)s-Linker-Penetrina-NH;
Scrambled CONH,-CCATTCACACAGATATA-(Cys),-Linker-Penetrina-NH,
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Secuencia de los genes blancos y sitio de hibridacion de los PNAs.

En la figura 12 se muestra la regién 5°, a partir del ATG, de los genes
EhSec61, EnSa y EhS2 y el sitio de hibridacion de los distintos PNAs antisentido.

ATGAGTCGTC CAACTAGTAA AACACCIGTC GAAATTAATG

ATTAAAAGAA GAGATTGAAC TTCTAGTCAA
TTGAAATATC AACTAGTGCT ATTGAGITAT
GATAACACAT CTTCTTCAAC AACACTACCT

ATGGGAGTGT TTl:I'CAATGT CATTAGACCA
AATCAATGAA CCAACTAAAA AGATTGGATT
CAGGAATCAC ATTATTAGTG TTTCTTGTYT
GGAACAGACA TTGTAGGAAA TGATCCATIT
ATGTITATGA CTAAAAATGA AAACGATCAT
TGAAGGAAGA TTGTTCCAAG TTGAGTATGC
GATCAACCGT TATTGGTATT CAAACAAAAG
GAAAAACGAA TTTCATCACC ATTAATGCTTE

ACGTATTCAA
TGCGTAAAAC
AAAACAACAA

ATTGTTAGTC
TAAAGAAAAA
GTAGTCAAAT
TATTGGATGC
GGTGTTAATA
TACAGAAGCA
AAGGTGTTGT

AAGATGATCA
GACCCAAACA
ATTAAGGGGA
AATT!

TTATTCCAAC
TTGATGTGGA
TCCATTAATT
GTTTAGTTAT|
CCTTTTCATC
ATGAAATTAG
CCTTGCTGTA

Figura 12. Regién 5 de fos genes EhS2 (arriba), EhSec61 (medio) y EhSa (abajo). En
subrayado se muestra la posicién en la que hibridan los PNAs antisentido para cada uno de

los genes.
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Células.

Entamoeba histolytica. Se utilizaron trofozoitos de E. histolytica de |la cepa
HK9 y HM1:IMSS, los cuales se cultivaron axénicamente en medio BI-S-33 a
37 °C (Diamond, 1978).

E. coli. Se utilizaron células de E. coli de la cepa XL1 Blue (Stratagene)
para transformacion por el método del CaCl, (Morrison, 1979). Estas se cultivaron
en medio LB con 20 pg/ml de carbenicilina y 80 ug/ml de meticilina a 37 °C. Los

cultivos se cuantificaron midiendo densidad optica a 600 nm.
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Proteinas recombinantes.

Clonacién. Los fragmentos codificantes de los genes EhSa y EhS2 se
amplificaron, por separado, utilizando 250 uM de desoxinucleébtidos, 20 pmoles de
cada oligonucleétido cebador (EhSa: Sentido 5'-CCCGGATCC TTT AGT ACT
AAA AAT GAA AA-3" y Antisentido 5-CCCAAGCTT TTAAAT TAATTC TTIC TTT
G-3°; EhS2: Sentido 5'-CCCAGATCT AGT CGT CCA ACT AGT AA-3" y
Antisentido 5’-GGGGCCGGG CTA GTT ATG CTT AAC TAA-3’, segun el caso), 1
U de Taq ADN polimerasa (Roche), 70 ng de ADN gendémico de amiba y buffer de
reaccion (50 mM KCli, 1.5 mM MgCl, 10 mM Tris-HCI, pH 8.3), en un volumen final
de 50 pL. La amplificacion se realizé mediante 30 ciclos (EhSa: desnaturalizaciéon
1 min a 94 °C, hibridacién 1 min a 44 °C y extension 2 min a 72 °C; EhS2:
desnaturalizacion 70 seg a 94 °C, hibridacién 80 seg a 40 °C y extensién 1 min a
72 °C) en un termociclador GeneAmp PCR system 9600 Perkin Elmer Cetus. Los
productos amplificados se analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 1 %
sumergidos en buffer TAE (Tris-HCI| 40 mM, &cido acético 30 mM, EDTA 1 mM, pH
7) con 0.5 pg/ml de bromuro de etidio, durante tiempos variables a 100 V, voltaje
constante. La visualizaciéon y registro de los productos se realizaron en un
transiluminador UV y fotografia Polaroid. Los fragmentos se escindieron del gel y
se purificaron por adsorcion a silica-gel usando el QlAquick Gel Extraction Kit
(QIAGEN), siguiendo el protocolo del fabricante. Posteriormente, se repararon y
fosforilaron con una mezcla de 100 pM ATP, 250 pM de desoxinucleétidos, 10 U
de polinucledtido quinasa (Roche) y 2 U de Klenow (Roche) y buffer de reaccion,
en un volumen final de 50 pL a 37 °C por 40 min.

Estos fragmentos fueron clonados en romo en el plasmido de
secuenciacion pBSSK linearizado con Sma | y defosforilado. Se incubaron 40 ng
de vector linearizado, 44 ng de EhSa 0 40 ng de EhS2 , 2 U de T4 ADN ligasa
(Roche) y buffer de reaccion, en un volumen final de 15 L toda la noche a 16 °C.

Esta ligacién fue utilizada para transformar E. coli XL1 Blue competentes.
La transformacién se realizo segun el método del choque térmico (Hanahan,
1983). Se mezclaron 100 uL de células competentes con 10 uL de reaccion de
ligacion (20 ng de ADN) y se incubaron en hielo durante 30 min. La mezcla se
sometié a un choque térmico de 90 seg a 37 °C y se pasé a hielo por 5 min. Las
células se recuperaron en medio SOC durante una hora a 37 °C y se sembraron
en LB-agar con el antibidtico adecuado.

Los plasmidos pBSSK-EhSa. y pBSSK-EhS2 fueron aislados y purificados
por el método de la lisis alcalina, usando el Quantum Prep Plasmid Miniprep Kit
(BIO-RAD). Estos se caracterizaron mediante un anéalisis de restriccion vy
secuenciacion. La secuenciacién de los fragmentos de ADN se llevd a cabo en el
Servicio de Secuenciacion Fluorescente Automatizada del IBT, por el método de
Taq FS Dye Terminator Cycle Sequencing (Fluorescence-Based Sequencing), y el
equipo utilizado fue un secuenciador modelo 377-18 marca Perkin EImer/Applied
Biosystems.
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Expresiéon. Una vez que se confirmo la secuencia de los fragmentos, se
prosiguié a subclonarlos en el vector de expresion bacteriana, pQE30. El
fragmento EhSao se liberd del plasmido pBSSK utilizando las enzimas BamH/ y
Hind llf, las cuales también se utilizaron para linearizar el vector pQE30. El
fragmento EnS2 se liberé utilizando las enzimas Smal y Bg/ /I, linearizando el
vector con Smaly BamH |. La mezcla de ligacidon fue: 50 ng de vector, 100 ng de
fragmento, 2 U de T4 ADN ligasa y buffer de reaccion. La ligacion se realizé en un
volumen final de 15 pL e incubando a 16 °C toda la noche. Para determinar qué
colonias tenian el inserto se hizo un mapa de restriccion de los plasmidos
obtenidos.

Tanto EnSo. como EhS2, se expresaron inoculando tres mililitros de cultivo
con antibiotico con 3 uL del cultivo almacenado en glicerol (E. coli XL1 Biue
pQE30-EhSa 6 pQE30-EnS2) e incubando a 37 °C toda la noche con agitacion.
100 mL de medio fueron inoculados con 1 mL del precultivo y se dejaron crecer
hasta alcanzar una DQOgpo de 0.6. Posteriormente se indujo por 3 h con 1 mM
isopropil-g-D-tiogalactésido (IPTG). Una vez finalizado el tiempo de induccién las
células se transfirieron a dos tubos conicos de 50 mL y se centrifugaron 5 min a
3000 rpms. El sobrenadante se descarto y la pastilla bacteriana se resuspendié en
10 mL de buffer de lisis (8 M urea, 100 mM Tris-HCI, 10 mM NaH,PO4, 10 mM
imidazol, pH 8) y se dio un vértex suave por 2 min. Finalmente el lisado se clarificd
centrifugando 15 min a 10 000 rpms y filtrando por 0.2 um.

Purificacion. Las proteinas, EnSa y EhS2, se purificaron por medio de
cromatografia de afinidad a metales. La purificacion de proteinas producidas a
partir del vector pQE30 se realizo siguiendo el procedimiento indicado por el
fabricante (The QlAexpressionist, 1997).

El grado de pureza de la proteina purificada fue determinado por SDS-
PAGE (Laemmli, 1970). Los geles se migraron en buffer de tanque (25 mM Tris,
19 mM glicina, 0.1 % SDS, pH 8.6). El porcentaje de acrilamida dei buffer del gel
separador (1.5 M Tris, 0.4 % SDS, pH 8.8) varié de 10 a 15 %, el cual se preparé a
partir de una solucion stock de acrilamida (30 % Acrilamida, 0.8 % bis-acrilamida).
Las muestras proteicas se disolvieron en buffer de carga para SDS-PAGE (10 %
glicerol, 2.5 % SDS, 50 mM Tris pH 6.8, 5 % B-ME, 0.002 % azul de bromofenol) y
se hirvieron por 5 min. Las electroforesis se llevaron a cabo en camaras
MiniProtean Il de BioRad.

Por ultimo, las proteinas se dializaron contra 100 volumenes de PBS y
cuantificaron por Absygo (1 U de Abs,ap equivale a 1 mg/ml de proteina).
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Produccion de anticuerpos policlonales.

Para la produccion de anticuerpos especificos contra las subunidades del
proteasoma, EhSo. y EnS2, se siguieron los esquemas de inmunizacion que se
muestran en las tablas 2 y 3. Antes de iniciar los esquemas de inmunizacién se
obtuvo suero de los conejos, el cual se utilizé como control de la respuesta contra
los inmunégenos. Se utilizaron dos conejos New Zeland White por inmunoégeno.
Como inmundgeno se utilizaron las proteinas recombinantes puras.

Tabla 2. Esquema de inmunizacién para la produccién de anticuerpos policlonales
especificos contra EhSo en conejo.

Dia post-inmunizacion Dosis Sangria
[Tipo de adyuvante]
1 100 pg. Completo de Freund
100 pg. Incompleto de Freund
14 100 pg. Incompleto de Freund
21 Primera sangria
29 100 pg. Incompleto de Freund
36 100 pg. Incompleto de Freund
56 Segunda sangria
63 250 pg. Incompleto de Freund
70 ' Tercera sangria

Tabla 3. Esquema de inmunizacién para la produccion de anticuerpos policlonales
especificos contra EhS2 en conejo.

Dosis Sangria
[Tipo de adyuvante]

1 100 pg. Completo de Freund

8 100 pg. Incompleto de Freund

15 100 pg. Incompleto de Freund

21 Primera sangria
29 100 pg. Incompleto de Freund

36 Segunda sangria
56 100 pg. Incompleto de Freund

63 Tercera sangria
70 100 pg. Incompleto de Freund

77 Cuarta sangrfa
84 100 pg. Incompleto de Freund
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La valoracién de los titulos de los anticuerpos a partir de los sueros se llevo
a cabo por la técnica de Ensayo Inmunoabsorbente Ligado a Enzima (ELISA,
Enzyme-Linked Immunoabsorbent Assay).

Se sensibilizaron placas de poliestireno (NUNC) de 96 pozos con 100 L de
una solucion 5 ug/mL de EhSa o EhS2 en buffer carbonato de sodio 0.1 M pH 9.5.
Esta solucién se adicioné a todos los pozos menos a la columna 12 y se incubd
durante toda la noche a 4 °C. Al dia siguiente se lavaron los pozos 3 veces con
200 pul/pozo de solucion de lavado (50 mM Tris/HCI pH 8, 150 mM NaCl, 0.05 %
Tween 20). Los sitios de adsorcidon restantes se bloquearon con 150 uL de
solucion de bloqueo (50 mM Tris/HCI pH 8, 0.5 % Gelatina, 0.2 % Tween 20)
durante 2 h a temperatura ambiente. Se hicieron diluciones seriadas de |os sueros
con una dilucion inicial de 1:10 en buffer de reaccion. En cada pozo se adicionaron
100 pl de la solucién de reaccién (50 mM Tris/HCI pH 8, 500 mM NaCl, 0.1 mg/m!
Gelatina, 0.05 % Tween 20) y se mezclaron con 50 plL/pozo de la dilucion del
suero para hacer las diluciones seriadas hasta la columna 10, dejando la 11 y 12
como controles. Se incubd por 1 h a temperatura ambiente. La placa se lavd. Se
adicionaron 100 pL/pozo del segundo anticuerpo (anticonejo, Zymed) conjugado a
la enzima peroxidasa (HRP), diluido 1:2500 en buffer de reaccién y se incubdé 1 h
a temperatura ambiente. Se hizo otro lavado. La reaccién se reveldé con 100
uL/pozo de sustrato ABTS (Boehringer) y perdxido de hidrégeno, el cual se dejé
incubando 10 min a temperatura ambiente. La reaccion se detuvo con 25 pl/pozo
de acido fluorhidrico (50 %). La absorbancia fue registrada a 405 nm en un lector
de microplacas de ELISA BIO-RAD 550. Para determinar los titulos de las lecturas
obtenidas, éstas se trataron estadisticamente con el programa GraphPad Prism
(version 2). Para el ajuste se utilizé la subrutina para ajuste no lineal de curvas
sigmoides.

Los anticuerpos policlonales del suero hiperinmune se enriquecieron
mediante una precipitacién con sulfato de amonio (Research Organics), a una
concentracion final de 50 %. El precipitado se resuspendi6é en un volumen de PBS
y se dializé contra el mismo buffer utilizando membranas de 12,000-14,000 Da de
exclusion molecular.
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Purificaciéon de anticuerpos policlonales.

La purificacién de los anticuerpos se realizé por cromatografia de afinidad.
Para el caso de los antiicuerpos anti-EhSa, se utilizé Sefarosa activada con
bromuro de cianégeno como resina (Sigma). Se pesaron 0.35 g de resina y se
hincharon en 1 mM HCI por 15 min. Posteriormente la resina se filtré, lavé con la
misma solucién y se seco. La resina se mezcidé con la solucién de la proteina
recombinante EhSa (buffer 0.1 M Bicarbonato de Sodio, 150 mM NaCl pH 8) y se
dejo6 reaccionar toda la noche a temperatura ambiente con agitacion. La cantidad
de proteina unida a la resina se determind por absorbancia a 280 nm, comparando
la lectura del sobrenadante antes y después del acoplamiento. Una vez preparada
la resina se empacd en una columna y se equilibré con 5 volimenes de 0.1 M Tris-
HCI pH 8. En seguida se recircularon tres veces los anticuerpos por la columna.
Se hizo un primer lavado con 5 volumenes de 0.1 M Tris-HCl pH 8 y luego con 5
volumenes de 0.1 M Tris-HCI, 500 mM NaCl pH 8. Por ultimo, los anticuerpos se
eluyeron con 0.1 M acido acético y se colectaron en fracciones de 500 pL, las
cuales se mezclaron inmediatamente con 1 mL de 1 M Tris-HCI pH 8.

La purificacion por cromatografia de afinidad de los anticuerpos anti-S2, se
realizé utilizando Thiopropyl-Sefarosa 6B como resina (Pharmacia). Se pesaron
0.35 g de resina y se hincharon en PBS por 15 min. Posteriormente la resina se
filtrd, lavo con la misma solucion y se secd. La resina se mezcld con la solucion de
la proteina recombinante EhS2 (buffer 6 M urea, 1 mM EDTA en PBS) y se dejb
reaccionar toda la noche a temperatura ambiente con agitacién. La cantidad de
proteina unida a la resina se determiné por absorbancia a 280 nm, comparando la
lectura del sobrenadante antes y después del acoplamiento. Una vez preparada la
resina se empaco en una columna y se equilibré con 5 volimenes de 6 M urea, 1
mM EDTA en PBS. En seguida se recircularon tres veces los anticuerpos por la
columna. Se hizo un primer lavado con 5 volimenes de 0.1 M Tris-HCI pH 8 y
luego con 5 volumenes de 0.1 M Tris-HCI, 500 mM NaCl pH 8. Por ultimo, los
anticuerpos se eluyeron con 0.1 M acido acético y se colectaron en fracciones de
500 uL, las cuales se mezclaron inmediatamente con 1 mL de 1 M Tris-HCi pH 8.
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Caracterizacion de los anticuerpos policlonales.

La especificidad de los anticuerpos purificados se evaludé mediante Western
blot cualitativo. En geles de acrilamida se cargé el lisado total equivalente a
100,000, 50,000 y 25,000 amibas, como control se utilizaron 100 ng de la proteina
recombinante. Los lisados totales de trofozoitos de E. histolytica se prepararon
mediante lisis en buffer de carga (10 % glicerol, 2.5 % SDS, 50 mM Tris pH 6.8, 5
% B-ME, 0.002 % azul de bromofenol) conteniendo 2.5 mM de PMSF y 500 uM de
E64 (Roche) y ebullicion a 100 °C, durante 10 min.

Western blot cualitativo. Finalizada la electroforesis, los geles se
sumergieron durante 5 minutos en el buffer de transferencia (39 mM glicina, 48
mM Tris-Base, 0.037 % SDS y 20 % metanol). La membrana de nitrocelulosa (Bio-
Rad) se equilibré 10 min en el buffer de transferencia. Se monté el sandwich de tal
forma que el gel y la membrana quedaran entre seis papeles filtro Whatman #1 y
la membrana hacia el danodo. Se transfiri6 durante 1 hora a 400 mA, corriente
constante, en una camara de electrotransferencia semi-seca HEP-1 (OWL). Una
vez transferidas las proteinas a la membrana, ésta se bloqued 2 horas a
temperatura ambiente en agitacion, con una solucion 5 % de leche descremada en
polvo/TBST (10 mM Tris HCI pH 7, 150 mM NaCl, 0.05 % Tween 20) La deteccion
se llevdé a cabo con 2 pg/mL de anticuerpo especifico en 0.1 % leche en
polvo/TBST por 1 h a temperatura ambiente y agitacion. El anticuerpo que no
hubiese reaccionado se descartd con tres lavados de TBST de 10 min cada uno.
La membrana se incubd 1 h a temperatura ambiente y agitacion con el segundo
anticuerpo (cabra anti-conejo conjugado a fosfatasa alcalina) (ZYMED) diluido
1:2500 en 0.1 % leche en poilvo/TBST. Por ultimo, la membrana se lavd 3 veces
durante 10 min y se reveld la reaccion con NBT/BCIP en buffer de reaccion (100
mM Tris HCI pH 9.5, 100 mM NaCly 10 mM MgCl). El revelado se detuvo con 5
mM EDTA.
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Inmunocitolocalizacién.

Trofozoitos de E. histolytica fueron incubados sobre cubreobjetos durante 2
h a 37 °C en una camara anaerdbica. Posteriormente, se fijaron durante 30 min a
37 °C en una solucion 4% paraformaldehido/PBS. Después de 3 lavados con PBS,
las células se permeabilizaron con una solucién al 0.2 % Tritén X-100/PBS durante
10 min y se bloquearon durante 1 h en una solucién 5 % leche descremada
(Nestlé)/PBS. Se incubd 1 h con el primer anticuerpo (anti-EhSa, anti-EhS2, anti-
EhSec61 o anti-Ehamibaporo) en PBS a una concentracién final de anticuerpo de
5 png/mL. Se aspir6 la solucién y se lavd 3 veces (10 minutos cada vez) con PBS.
Posteriormente se incubd 1 h con un anticuerpo anti-conejo acoptado al fluoréforo
Alexa 488 (o Alexa 568), diluido 1:1000 en PBS. Se aspir6 la solucién y se lavé 3
veces con PBS. En los casos en que se tifieron nucleos, la muestra se incubd con
RNAsa A libre de DNAsa (100 pg/ml) durante 20 min y después 5 min con 2 ug/mL
de loduro de Propidio en PBS. Como ultimo paso las muestras se montaron sobre
un portaobjeto en el medio de montaje VectaShield (Vecta Laboratories). Las
preparaciones fueron visualizadas en un microscopio confocal Bio-Rad MRC 600 y
en un Nikon E600 equipado para epifluorescencia.
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Anticuerpos anti-Sec61, anti-CP5 y anti-amibaporo.

Los anticuerpos contra Sec61, CP5 y Amibaporo, fueron amablemente
proporcionados por la Dra. Rosana Sanchez, el M. en C. Andres Saralegui y
Augusto Lopez, respectivamente.
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Ensayos de permeabilidad de los PNAs.

Trofozoitos expuestos a PNA (PNAs derivatizados con biotina) y sin tratar
fueron adheridos a cubreobjetos durante 2 h a 37 °C en una camara anaerdbica.
Posteriormente, se fijaron durante 30 min a 37 °C en una solucion 4%
paraformaldehido/PBS. Después de 3 lavados con PBS, las células se
permeabilizaron con una solucién al 0.2 % Triton X-100/PBS, durante 10 min y se
bloguearon durante 1 h en una solucién 5 % leche descremada (Nestlé)/PBS. Se
incubaron 1 h con estreptavidina-Alexa 488 en PBS a una concentracion final de 1
nwg/mL. Se aspird la solucién y se lavo 3 veces con PBS. En los casos en que se
tineron nucleos, la muestra se incubd 5 min con 2 pg/mL de loduro de Propidio en
PBS tras tratar con RNAsa. Por ultimo las muestras se montaron sobre un
portaobjeto en el medio de montaje Vecta Shield. Las preparaciones fueron
visualizadas en un microscopio confocal Bio-Rad MRC 600.
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Ensayos de la proliferacion de trofozoitos.

Para los ensayos de proliferacion se utilizaron inéculos de 10,000 amibas
por 5 mL de medio Bi-S. Se partié6 de un cultivo con aproximadamente 1,000,000
{en 10 mL) de amibas que se centrifugdé por 5 min a 2 000 rpm y se resuspendid
en 1 mL de medio. Las amibas se contaron al microscopio y se determiné el
volumen necesario para tomar 10,000 amibas, el cual se adicion6 a un tubo y se
aforé a 5 mL con medio.

Una vez que se tuvieron los tubos con el inéculo deseado se les adiciond la
dosis de PNA deseada (1, 2, 5, 10 y 20 pM) de antisentido asi como de scrambled.
Cada dosis fue ensayada por triplicado. Terminado el tiempo de tratamiento, las
amibas se pasaron a un tubo coénico de 15 mL, se lavaron una vez con 5 mL de
PBS frio y se centifugaron por 5 min a 2,000 rpm. El sobrenadante se elimind y las
células se resuspendieron en 500 pyL de PBS frio. Se tomaron 20 uL y se
mezclaron con 20 uL de Trypan Blue para contar en un hemocitometro aquellas
células que fueran impermeables al colorante (células viables). En todos los
ensayos la viabilidad de las células fue de mas del 95 %.
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Medicién de los niveles de proteina de trofozoitos.

Después de contar las amibas (Proliferacion), éstas se resuspendieron en
PBS frio a una densidad de 2x10° células/mL, se mezclaban con un volumen igual
de buffer de lisis 2x (10 % Glicerol, 2.5 % SDS, 50 mM Tris HCt pH 6.8, 0.5 mM
E64, 5 mM PMSF) y se lisaron por agitacion en vértex durante 30 seg.

Medicion de proteina (BCA). Se utilizo el método del acido bicinconinico
por medio del Micro BCA Protein Assay Reagent Kit (Pierce). En cada ensayo se
realizé6 una curva de calibracién con concentraciones conocidas de albimina
sérica bovina. Las muestras se normalizaron por cantidad de proteina con buffer
de lisis 1 X para los Western blots cuantitativos.

Western blot cuantitativo. Finalizada la electroforesis, los geles se
sumergieron durante 5 min en el buffer de transferencia (10 mM CAPS, 10 %
metanol, pH 11). La membrana de difluoruro de polivinilo (Immobilon P, Millipore)
se sumergié durante 5 min en metanol absoluto y luego se equilibro 10 min en el
buffer de transferencia. Se montd el sandwich de tal forma que el gel y la
membrana guedaran entre 2 papeles filtro Whatman #1 y la membrana hacia el
anodo. Se transfirid en inmersion durante 2 h con agitacién a 40 V, voltaje
constante, en una camara de electrotransferencia de inmersién (Hoeffer Scientific).
Una vez transferidas las proteinas a [a membrana, ésta se bloqued con 5 % leche
en polvo/TBST(10 mM Tris HCI pH 7, 150 mM NaCl, 0.05 % Tween 20) por 2 h a
temperatura ambiente y agitacion. La detecciéon se llevd a cabo con 2 ug/mL de
anticuerpo especifico en 0.1 % leche en polvo/TBST, por 1 h en agitacion. El
anticuerpo que no hubiese reaccionado se descarto con tres lavados de TBST de
10 min cada uno. La membrana se incubd 1 h a temperatura ambiente en
agitacion con el segundo anticuerpo (cabra anti-conejo conjugado a fosfatasa
alcalina) (ZYMED) diluido 1:2500 en 0.1 % leche en polvo/TBST. Por ultimo, se
lavé fa membrana 3 veces durante 10 min y se revelo la reaccion con NBT/BCIP
en tampon de reaccion (100 mM Tris HCI pH 9.5, 100 mM NaCly 10 mM MgCl). El
revelado se detuvo con 5 mM EDTA. Después que se revelo la membrana, se
cuantificod la cantidad de Sec61 de cada muestra por densitometria utilizando el
programa NIH Image 1.62.
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Transcripcion in vitro.

Produccién de transcritos de Sec61 para los ensayos de traduccién in
vitro. Para la produccion de ARN, el gen de SecB1 se clond en los plasmidos
pBSSK, pCITE4a y pCITE4c. En todos los casos el plasmido se linearizé
previamente a la transcripcidén, de tal manera que el gen se transcribiera por
completo (Xba I-pBSSK, Pme I-pCITE4a y Pme I-pCITE4c).

Clonacién en pBSSK. El fragmento fue clonado en los sitios BamH I-Xba |
en el plasmido pBSSK. Se incubaron 30 ng de vector linearizado, 60 ng de
EhSec61, 2 U de T4 ADN ligasa (Roche) y buffer de reaccion, en un volumen final
de 15 L toda la noche a 16 °C.

Clonaciéon en pCITE4a. Ei fragmento fue clonado en los sitios BamH /-Not |
en el plasmido pCITE4a. Se incubaron 80 ng de vector linearizado, 25 ng de
EhSec61, 2 U de T4 ADN ligasa (Roche) y buffer de reaccidn, en un volumen final
de 15 pL toda la noche a 16 °C.

Clonacién en pCITE4c. El fragmento fue clonado en los sitios BamH /-Bgl 1/
en el plasmido pCITE4c. Se incubaron 45 ng de vector linearizado, 200 ng de
EhSec61, 2 U de T4 ADN ligasa (Roche) y buffer de reaccion, en un volumen final
de 15 pL toda la noche a 16 °C.

Transcripcién. La mezcla de transcripcion fue la siguiente: 1 ug de ADN
linearizado, 20 U de T7 ARN polimerasa, 1 mM de ribonucleotidos, 40 U de
inhibidor de RNAsa y buffer de transcripcion. Se incubé por 2 h a 37 °C.
Posteriormente, la mezcla se incubé 15 min a 37 °C con 20 U de DNasa |. El ARN
fue extraido con un volumen de fenol.cloroformo:isoamilico (25:24:1) vy
centrifugado a 14,000 rpms por 10 min a 4 °C; seguido de una precipitacion
alcohdlica, con tres voliumenes de etanol absoluto, y otra centrifugacién a 14,000
rom durante 20 min, a 4 °C. La pastilla de ARN se lavo con 2 mL de etanol al 80 %
y se resuspendi6 en 15 plL de agua tratada con 0.1% dietilpirocarbonato. EI ARN
se caracterizé en un gel de agarosa al 1.5 % y se cuantific6 con RiboGreen
(Molecular probes) siguiendo el protocolo del fabricante.

Produccién de transcritos biotinilados de Sec61 para los ensayos de
cinética de hibridacién en fase solida (Biacore). Para |la produccion de ARN, el
gen de Sec61 se clond en el plasmido pBSSK, el cual se linearizé previamente a
la transcripcion con la enzima BstX /, de tal manera que se transcribieran sélo los
primeros 250 nucléotidos. En este caso, la transcripcion se llevd a cabo utilizando
una mezcla de ribonucléotidos gue contenia Biotina-16-UTP.

Clonacion en pBSSK. El fragmento fue clonado en los sitios BamH /-Xba |
en el plasmido pBSSK. Se incubaron 30 ng de vector linearizado, 60 ng de
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EhSec61, 2 U de T4 ADN ligasa (Roche) y buffer de reaccion, en un volumen final
de 15 pl toda la noche a 16 °C.

Transcripcién. LL.a mezcla de transcripcion fue la siguiente: 1 pg de ADN
linearizado, 20 U de T7 ARN polimerasa, ribonucleétidos (1 mM ATP, 1 mM CTP,
1 mM GTP, 0.65 mM UTP y 0.35 mM Biotina-16-UTP), 40 U de inhibidor de
RNAsa y buffer de transcripcion. Se incubd por 2 h a 37 °C. Posteriormente, la
mezcla se incubé 15 min a 37 °C con 20 U de DNasa I. El ARN fue extraido con un
volumen de fenol:cloroformo:isoamilico (25:24:1) y centrifugado a 14,000 rpms por
10 min a 4 °C; seguido de una precipitacion alcohdlica, con tres volimenes de
etanol absoluto, y otra centrifugacion a 14,000 rpms durante 20 min a 4 °C. La
pastilla de ARN se lavo con 2 mL de etanol al 80 % y se resuspendid en 15 ul de
agua tratada con 0.1% dietilpirocarbonato. El ARN se caracterizé en un gel de
agarosa al 1.5 % y se cuantificdé con RiboGreen (Molecular probes) siguiendo el
protocolo del fabricante.
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Ensayos de cinética de hibridacion en fase sélida (Biacore).

Para iniciar los estudios de Biacore, el chip (SA, Biacore, derivatizado con
estreptavidina) se dejé estabilizar a temperatura ambiente por media hora y se
lavé tres veces con 100 puL de 50 mM NaOH y un flujo de 100 pL/min.

El chip consta de dos celdas, de las cuales una no se modificé y se utilizd
como referencia para medir las interacciones de los PNAs con el sustrato
(estreptavidina) del chip. La otra celda se modifico utilizando como ligando un
transcrito biotinilado de 250 nucléotidos (ver, Produccion de transcritos de Sec61
para los ensayos de cinética de hibridacion en fase sélida (Biacore)), el cual se
acoplo al chip disuelto en 300 mM NaCl/agua, utilizando un flujo de 5 pL/min. Con
la idea de saturar todos los sitios de unién de la celda, se realizaron inyecciones
con la solucién de ARN hasta que la respuesta en el sensograma no aumento y la
cual se dej6 estabilizando toda 1a noche.

Los PNAs se ensayaron disueltos en agua, a 25 °C y con un flujo de 30
uL/min. Para reestablecer la linea base, después de cada ensayo se hicieron
lavados con 100 pL de 5 mM NaOH. Las interacciones especificas se
determinaron restando el incremento de la linea base de la celda de referencia al
incremento de la linea base de la celda modificada con el ARN.
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Purificaciéon de ARN poli (A) de amiba.

Primeramente se purific6 ARN total utilizando Trizol (GIBCO). Se
cosecharon 8 botellas (120 X10° amibas) de 200 mL en tubos de 50 mL. La
pastilla celular se resuspendié en 17 mL de Trizol, se lisé con un vortex suave de 1
min y se dejé 2 h a 4 °C. Se adicionaron 3.4 mL de cloroformo, se dejé 10 min a
temperatura ambiente y se centrifugd a 12 000 g por 10 min a 4 °C. La fase
acuosa se precipitdé durante 10 min con un volumen de isopropanol y se centrifugd
a 12 000 g por 20 min a temperatura ambiente. El precipitado se lavé 2 veces con
etanol frio al 80 % y por ultimo se resuspendié en 3 mL de 10 mM Tris-HCI, 1 mM
EDTA, 0.3 M NaCl, 0.1 % SDS, pH 7.5. La solucién de ARN total se calenté por 5
min a 70 °C, se enfrié en hielo durante 5 min y se determiné la concentracién por
absorbancia a DOggp (40 ug/mL es equivalente a 1 DOzgo).

Para separar la fraccidn de ARN poli (A), la solucion de ARN total se
recirculd 3 veces por una columna de Oligo-dT celulosa (BRL). EI ARN no unido
se lavo con 4 mL del buffer de unién (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, 0.3 M NaCl,
0.1 % SDS, pH 7.5). El ARN poli (A) se eluy6 con 1.5 mL del buffer de elucién (10
mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, 0.1 % SDS, pH 7.5), se calentd durante 5 min a 70°C,
se enfri6 en hielo por 5 min y se dejé6 20 min a temperatura ambiente.
Posteriormente, se le adicionaron 90 UL de una solucion 5 M NaCl y se paso por la
columna Qligo-dT celulosa. Se lavé con 4 mL de buffer de unién y se eluyé con 1.5
mL de buffer de elucion. Se le adicionaron 90 pL de una solucion 5 M NaCly 3 mL
de etanol frio y se dejé precipitando toda la noche a —20 °C. Por ultimo, la muestra
de ARN poli (A) se centrifugd a 7000 g por 20 min a 4 °C, se lavé dos veces con
etanol frio y se resuspendié en 50 pL agua tratada con dietilpirocarbonato. EI ARN
poli (A) se caracteriz6 en un gel de agarosa al 1 % y se cuantificé con el kit
RiboGreen (Molecular probes) siguiendo el protocolo del distribuidor.
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Purificacion del ARN de EhSec61 de amiba.

El ARNm de EhSec61 de amiba se traté de purificar a partir de ARN poli
(A), por medio de captura en fase sélida. Como sonda de captura se utilizé el
plasmido pBSSK-Sec61 (15 pg) (ver Transcripcion in vifro), el cual se linearizé con
la enzima Hind /I, se hirvi6 3 min a bafio maria, se depositd en membrana de
nitrocelulosa, se dejé secar y se horned por 2 h a 80 °C. Posteriormente, se
adicion6 el ARN poli {(A) (10 ug) en buffer de hibridacién (SSC 6 X) y se incubo
toda la noche a 37 °C. El ARN se eluyd con 20 pL de agua y se cuantificé con el
kit RiboGreen {Molecular probes) siguiendo el protocolo del distribuidor.
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Traduccion in vitro.

Los ensayos de traduccién in vifro mediante lisados de reticulocitos de
conejo tratados con nucleasa de micrococo se realizaron utilizando ARN poli (A)
de amiba, asi como el ARN del gene EhSec61 de amiba y el transcrito in vitro.
Como control se utilizdé el ARN de luciferasa que se incluye en el kit. Los ensayos
se realizaron siguiendo el protocolo del fabricante (Promega). El ARN se
desnaturatizé durante 5 min a 70 °C, se enfrid 5 min en hielo y se preincubo 30
min a 37 °C con 1 uM de PNA. Posteriormente, éste se incub6 durante 390 min a
30 °C con 35 pL del lisado de reticulocitos de conejo, 1 UL de la mezcla de
aminoacidos (sin metionina), 0.01 mCi de Met[aSS] y 40 U de inhibidor de RNAsa.

Autorradiografia-Densitometria. De |la mezcla de traduccién se tomaron 5
WL, los cuales se mezclaron con 15 plL de buffer de carga para SDS-PAGE (10 %
glicerol, 2.5 % SDS, 50 mM Tris pH 6.8, 5 % B-ME, 0.002 % azul de bromofenol) y
se hirvieron durante 10 min en bafo maria. Las muestras se migraron en geles del
10 %. Al finalizar la electroforesis el gel se montd en un cassette para
autorradiografia digital (Molecular Dynamics) y se reveld de 5 a 10 dias. Una vez
que se reveld el gel, se cuantificé la cantidad de Sec61 de cada muestra por
densitometria utilizando el programa NIH Image 1.62.

Precipitacion de proteinas con &acido tricloroacético (TCA). De la
mezcla de traduccion se tomaron 2 ul, los cuales se mezclaron (vortex) con 98 pL
de 1 M NaOH/2 % H,0O, y se incubaron 10 min a 37 °C. Las proteinas se
precipitaron con 900 pL de acido tricloroacético 25 %/2 % cas-aminoacidos frio
durante 30 min en hielo. Posteriormente, se colectaron por filtraciéon 250 uL de la
precipitacion en filtros de fibra de vidrio GF/C (Whatman), se lavaron con 6 mL de
TCA al 5 % frio, se trataron con 2 mL de acetona y se dejaron secar a temperatura
ambiente.

Medicién de la incorporacién de Met[**S] en material precipitable. Una
vez secos los filtros con el material precipitado, se pasaron a frascos de centelleo
y se les adicion6 1 mL de liquido de centelleo. Las muestras se analizaron en un
contador Beckman LS6000IC y se reportaron en cuentas por minuto (cpm)
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Estudios de FACs.

Inéculos de 10,000 amibas en 5 mL de medio BI-S-33 se incubaron por
separado sin PNA, con 20 uM PNA scrambled y 20 yM PNA antisentido contra
SecB1 por 96 h a 37 °C. Se centrifugaron 5 min a 2000 rpm, el sobrenadante se
descartd y las células se fijaron con 2 mL de una solucion 4 %
paraformaldehido/PBS durante 30 min a 37 °C. Las células se lavaron y se
bloguearon por una hora a 37 °C con una solucién 50 mM cloruro de amonio pH
7.5. Se hizo otro lavado y las celulas se incubaron por una hora a temperatura
ambiente con 1 mL de la solucién de anticuerpo especifico (anti-amibaporo o anti-
CP5) a 10 pg/mL. Después de un lavado, las células se incubaron con 1 mL de
una solucidén 1 ug/mL del segundo anticuerpo (cabra anti-conejo-alexa 488) por
una hora a temperatura ambiente. Se lavaron las células y se resuspendieron en 1
mL de PBS. El anélisis fluorescente de las células se realizé en un FACs Becton
Dickinson utilizando el programa CellQuest. El tamano de la muestra fue de
10,000 eventos.
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Mediciones de la Tm de los hibridos PNA/ADN.

Las determinaciones de la Tm de los hibridos PNA/ADN se llevaron a cabo
utilizando como molécula blanco un oligbmero de ADN, el cual era
complementario a la secuencia del PNA antisentido y de la misma longitud
(17mero). Cantidades molares equivalentes de PNA y del oligo de ADN (1 nmol de
cada uno) se mezclaron, se incubaron 15 min a 90 °C y se lievaron lentamente a
4°C (2 horas). La curva de hipocromicidad se efectué de 15 a 90 °C en intervalos
de tres grados y tomando lectura a DO2s. Las lecturas se efectuaron en un
espectrometro Beckman DU650i. Los datos se analizaron con el programa Prism
Path.
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Formacion de abscesos hepaticos en hamster.

Para los ensayos de formacion de abscesos hepaticos por trofozoitos
control y tratados con PNA, se utilizaron 24 tubos por grupo, inoculados con
10,000 amibas por 5 mL de medio y 20 uM de cada PNA. Estos se incubaron por
96 h a 37 °C. Al término del tiempo de tratamiento, los células se pusieron en hielo
por 5 min y se pasaron a tubos de 50 mL, los cuales se centrifugaron 5 min a 2000
rpm a temperatura ambiente. Las células se resuspendieron en 10 mL de PBS y
se contaron en presencia de Trypan Blue. Se volvieron a centrifugar por 5 min a
2000 rpm y se resuspendieron a una concentracién final de 1 X10° amibas por 200
UL de PBS. Se inocularon, por via intra-portal, 4 hamsters por grupo (control,
antisentido y scrambled) con 1x10° amibas por hamster y se mantuvieron en
observacion por 7 dias. Al séptimo dia se sacrificaron los animales para extraerles
el higado, los cuales se pesaron, cortaron, fijaron, montaron y seccionaron para su
estudio histolégico.

En un segundo experimento, se dié un refuerzo intraperitoneal de 1.5
mg/Kg de PNA (en un volumen de 225 ulL) cada 24 h, por 96 h a cada hamster.
Los hamsters se intervinieron guirdrgicamente a las 96 h para la extraccién del
higado los cuales se procesaron de la misma forma que en el primer experimento.
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Resultados y discusiones

En lo referente a la expresion y purificacion de las proteinas recombinantes
de EhSa y EhS2 y la produccion y purificacién de anticuerpos especificos contra
éstas, se decidié solamente anexar el articulo publicado (anexo 2), ya que se
utilizaron como herramientas para estudios generales de citolocalizacion y no
como parte esencial del trabajo sobre supresion de la expresidén génica mediante
PNA.

Sintesis y caracterizacién de acidos péptido nucleicos (PNA).

En general, el rendimiento final de cada una de las sintesis de PNA varié
dependiendo del tipo de modificacién de cada uno de éstos. En todos los casos, el
pico mayoritario por HPLC preparativo (Figura 13) de la sintesis cruda, siempre
fue el compuesto deseado. La integridad de los PNAs se verificé por
espectrometria de masas (Figura 14) y la pureza, que siempre fue mayor del 95%,
por HPLC analitico (Figura 15).

El rendimiento de las sintesis de los PNAs sin modificar fue siempre el mas
alto, variando entre 70-90% vy basicamente, la determinante de éste fue la
secuencia de |os PNAs. Debido a la naturaleza de cada uno de los cuatro
monomeros, el acoplamiento de ciertas secuencias de mondémeros suelen ser
menos eficientes (por ejemplo una secuencia AAAA).

En segundo término, en cuestion de rendimiento, estan las sintesis de los
PNAs modificados directamente con los acidos grasos (con y sin lisina como
espaciador). Estas sintesis se comportaron casi de igual manera que la de los
PNAs sin modificar, ya que tanto la lisina como los acidos son de un tamano
comparable (incluso menor en el caso de los acidos) al de los monémeros, por lo
que el rendimiento depende exclusivamente de la secuencia de los PNAs. La
pequena diferencia entre los rendimientos de éstas con las sintesis de PNAs sin
modificar, radica en la longitud del conjugado (dos o un acoplamiento mas, cony
sin lisina respectivamente). Cada acoplamiento al no ser del 100 % disminuye el
rendimiento final de la sintesis.

En el caso de las sintesis de los conjugados de PNA con colesterol
hemisuccinato y acido célico, éstas fueron incompatibles con la quimica utilizada
(tboc). Se determind, por espectrometria de masas, que el esterol era suceptible a
degradacién en las condiciones acidas de ruptura utilizadas, TFMSA:TFA:m-
Cresol (2:8:1). Debido a que fue imposible purificar estos conjugados se
descartaron del estudio.

52



Resultados y discusiones

El rendimiento de las sintesis de los conjugados de PNAs con cistina-1,2-
diaminoetano (Linker) fue bajo. El paso limitante de estas sintesis fue la
separacion del conjugado de la resina. Durante la ruptura acida (TFMSA. TFA:m-
cresol), aproximadamente el 40 % del material se redujo, generando las formas
PNA-cisteina y cisteina-1,2-diaminoetano. En general, el rendimiento promedio
final de estos conjugados fue alrededor del 50 %. Cuando a éstos se les acoplé el
acido miristico (PNA-cistina-1,2-diaminoetano-miristato) el. rendimiento de la
sintesis no vario.

La sintesis del conjugado PNA-cistina-1,2-diaminoetano-penetrina fue la
que present6 el rendimiento mas bajo. Esto se debe a que sumado al problema de
la reduccion durante la separacion del conjugado de la resina, fue la sintesis mas
larga: 34 acoplamientos; una primera parte de 17 acoplamientos para la secuencia
del PNA, un acoplamiento intermedio de la cistina-1,2-diamincetano y 16
acoplamientos peptidicos de |la secuencia del péptido de penetrina. Aun cuando se
logré la sintesis completa de este conjugado (determinado por espectrometria de
masas), este no se logré purificar por HPLC, ya que el fragmento peptidico
producido por la reduccién durante la ruptura de la resina (cisteina-1,2-
diaminoetano-penetrina), coeluyd con el conjugado completo (PNA-cistina-1,2-
diaminoetano-penetrina). Como una alternativa a la purificacion por HPLC, este
conjugado se traté de purificar por FPLC pero sin éxito, por lo que no se utilizé en
este estudio.

Figura 13. Cromatograma de HPLC preparativo representativo de las sintesis crudas de
PNAs.
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Figura 14. Espectro de masas representativo de las sintesis de PNAs. Izquierda, espectro en
bruto (m/z); Derecha espectro deconvolucionado,

Figura 15. Cromatograma de HPLC analitico representativo de las sintesis de PNAs. La
pureza de todos los PNAs fue siempre mayor al 95 %.
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Permeabilidad de PNAs a trofozoitos de Entamoeba histolytica.

Uno de los objetivos finales de este trabajo contempia la utilizacion de
PNAs en ensayos in vivo (hamsters). Para ésto, se requiere de una administracién
repetida (para mantener la dosis efectiva) de PNA, necesitando de una cantidad
de material considerable. La dosis efectiva de PNAs en estudios en células en
cultivo varia de una concentracién de entre 10-20 uM, si bien en tubos de 5 mL
esto no es un problema, al extrapolarlo al hamster se genera una limitante de
material. Con esta perspectiva, decidimos modificar los PNAs con moléculas
acarreadoras que aumentaran la permeabilidad de los PNAs a los trofozoitos.

Como primera alternativa decidimos modificar los PNAs con colesterol, ya
que se ha reportado que es el esterol (y lipido) mas abundante en la membrana
plasmatica de Eh. Ademas, es esencial para el crecimiento normail del parasito y
los trofozoitos son incapaces de sintetizarlo de novo, satisfaciendo su
requerimiento mediante la ingesta de colesterol del medio (Lujan, 1997; Das,
2002). Al llevar a cabo la sintesis de estos conjugados, se determind que la
guimica utilizada no fue compatible (ver sintesis y caracterizacién de PNAs).

Siguiendo [a misma direccion, se decidié utilizar los acidos palmitico y
miristico, los cuales son los acidos grasos saturados mas abundantes en Eh
(Lujan, 1997). Al comparar la permeabilidad de PNAs sin modificar y modificados,
en proyecciones de maxima intensidad obtenidas por microscopia confocal (Figura
16), observamos que la senal de jos PNAs modificados con miristato es, por lo
menos, 100 veces mayor que la de los PNAs sin modificar. Se obtuvieron
resultados comparables con los conjugados con palmitato.

La distribucion subcelular parcialmente difusa con dreas de alta
concentracion del PNA sin modificaciones con acidos grasos (Figura 16, panel C),
es consistente con resultados reportados previamente por nuestro grupo (Stock
2001). Cabe mencionar que no se observo una localizacion nuclear significativa de
estos PNAs, en contraste con reportes previos, que propusieron que la simple
adicién covalente de biotina a PNAs resulta en una distribucién nuclear (Chinnery,
1999).

En un segundo experimento se decidié bajar la concentracion del PNA a 1
MM y aumentar el tiempo de incubacion. La figura 17 muestra trofozoitos después
de 24 h de incubacion con los diferentes PNAs. La captacion celular de los
conjugados fue esencialmente la misma, con la excepcion del conjugado B-K-
scrambled-palmitato, el cual mostré una internalizacién menor (Figura 17, panel
F). Esta baja difusibilidad puede ser dependiente de secuencia, lo cual se ha
observado para otros conjugados PNA-Lipofilicos (Ljungstrom, 1999), como
consecuencia de una solubilidad diferencial en el medio de cultivo debido a una
probable formacién de agregados.
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Figura 16. Permeabilidad relativa de trofozoitos de E. histolytica a 17-meros de PNA sin
modificar y modificados con miristato. Proyecciones confocales de maxima intensidad de
trofozoitos incubados 2 h con (A) 10 pM de B-K-antisentido, (B) 10 yM de B-K-antisentido-

miristato, y (C, D) 10 pM de los scrambled correspondientes. Potencia de laser a 1 % para A
y By 100 % paraCyD.

Figura 17. Comparacién de la permeabilidad de trofozoftos de E. hisfolytica a PNAs 17-
meros sin modificar y modificados con miristato y palmitato. Proyecclones confocales de
maxima intesidad de trofozoitos incubados 24 h con (A) 1 gM de B-K-antisentido, (B) 1 uyM de
B-K-antisentido-miristato, (C) 1 yM de B-K-antisentido-palmitato, (D) 1 yM de B-K-scrambled,
(E) 1 UM de B-K-scrambled-miristato, (F) 1 uM de B-K-scrambled-paimitato. Potencia de laser
30 %.
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Debido a esta observacion, se decidio eliminar a los conjugados con
palmitato de los estudios de inhibicion, ya que una inhibicién inespecifica del
conjugado B-K-PNA-palmitato antisentido podria ser enmascarada por una baja
permeabilidad del scrambled correspondiente.

Para determinar la distribucion subcelular de los PNAs-miristato en Eh, se
hicieron reconstrucciones 3D de trofozoitos con los dataset de microscopia
confocal (el mismo dataset de la figura 16). Cinco cortes ecuatoriales de una
amiba incubada por 2 h con 10 uM de este PNA se muestran en la figura 18.
Basicamente, la distribucion subcelular de los PNAs se restringe ai citosol, ya que
no se detecté senal significativa en el nucleo. Esta distribucion citosolica propone
que la captacion del PNA no es dependiente de endocitosis, ya que la sefal no
parece concentrarse en vesiculas. Ademas, interesantemente, la localizaciéon
subcelular no es a nivel de membrana plasmatica, como se esperaria debido a la
naturaleza de la molécula acarreadora (miristato).

Figura 18. Distribucion subcelular del B-K-PNA-miristato en trofozolitos de E. histolytica.
Reconstruccion 3D, de una amiba, generada con el dataset del confocal. Cinco cortes
equatoriales de una amiba incubada 2 h con 10 yM del B-K-PNA-miristato. La flecha indica la
capa lipidica externa de la ameba. Escala RGB (Red, Green and Blue) continua describe la
concentracién del PNA; Rojo mayor concentraciéon, Verde concentracién media y Azul baja
concentracién.

Como otra alternativa, para incrementar la permeabilidad de los PNAs, se
decidié derivatizarlos con el péptido membrano-activo penetrina. Este péptido se
ha utilizado con éxito como agente acarreador de PNAs en células de mamifero
(Villa, 2000) ya que es capaz de difundir y acarrear moléculas a través de la
membrana plasmatica de una manera receptor-independiente. Ademas, se ha
reportado que la forma retro-inversa, resistente a degradacién por proteasas, (se
utilizan D aminoacidos y se invierte la orientacion del amino y carboxilo terminal)
retiene la actividad penetrante (Lindgren, 2000). Esta ultima propiedad es de vital
Importancia para nuestro sistema, ya que la amiba al secretar una cantidad
importante de proteasas, degradaria la fraccion peptidica del conjugado PNA-
penetrina antes de la internalizacién de éste. Como se mencion6 anteriormente,
aunque se logro sintetizar este conjugado, no se pudo purificar.
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Ensayos de la proliferacion y niveles de proteina de trofozoitos.

Ensayos con PNA sin modificar. Cultivos de trofozoitos en fase
exponencial se incubaron por separado 96 h con o sin 20 uyM de los PNAs
antisentido no modificados contra los ARNm de EhSec61, EhSa y EhS2 y sus
scrambleds correspondientes,

Como se puede observar en la figura 19, la proliferacion de los trofozoitos
se afectdé poco al ser tratados con el PNA contra EnS2. La inhibicién a nivel de
proteina no se pudo determinar, ya que durante el procesamiento de las muestras,
la proteina EhS2 se degradé rapidamente. Aun cuando se traté de modificar el
procesamiento de las muestras para lograr su medicidn, no se logré encontrar las
condiciones optimas, Io que invalidé |a utilizacion de este PNA.

Cuando los trofozoitos se trataron con el PNA contra EhSa, no se afectd
significativamente ni la proliferacion ni los niveles de la proteina con respecto al
‘control y scrambled (Figura 20). Aunque en este caso se observo un decremento
de la proteina en las muestras antisentido, éste no es significativo, ya que la
desviacion estandar de éstas sobrelapa con la dei scrambled.

En el caso de la inhibicidn de la proteina Sec61, la densitometria de
muestras por triplicado reveld un decremento especifico que, en diferentes
experimentos, varié alrededor de un 65%, lo cual, ademas, correlacioné con una
disminucidn de la proliferacion del 50 % con respecto al control y scrambled
(Figura 21). Cabe anadir que estos experimentos fueron repetidos numerosas
veces, ya que se utilizaron como control para estudios de los PNAs derivatizados
(ver mas adelante), y la disminucion de los niveles de Sec61 oscilé siempre entre
65% y 80%.

La diferencia de inhibicion observada con estos tres PNAs puede deberse a
tres factores: (1) la proteina blanco, (2) el ARNm blanco y (3) la naturaleza
intrinseca del PNA. En primer lugar, [a vida media de las proteinas puede no ser la
misma. Esto podria ser el caso de EhSq, tal vez el recambio de ésta es mas lento
(mucho mayor a 96 h), que por ejemplo el de Se61, lo cual enmascara una
inhibicién sobre la traduccién de la proteina y por tanto un posible efecto a nivel de
proliferacién. Segundo, la estabilidad, estructuracién y cantidad de los ARNm
blancos puede diferir de uno a otro. La estructuracion de cada ARNm puede dejar
secuencias mas o menos expuestas para fa nucleacion con el PNA, con una
diferencia tan dramatica como tener o no tener efecto. Esto tiene como sustento lo
observado en ensayos de inhibicién de la proteina Rab8 realizados previamente
en el laboratorio y lo reportado por otros grupos (Tesis de maestria de Andrés
Saralegui, 2002; Doyle, 2001). PNAs dirigidos contra los primeros 17 nucléotidos
de la regién codificante del ARNm de Rab8, disminuyen en un 80 % el nivel de la
proteina con respecto al control, sin embargo, cuando el PNA se dirige contra la
regién 5" no traducida del ARNm (esto es 11 nucléotidos corriente arriba), la
inhibicion de la traduccion desaparece. Por ultimo, no se puede descartar la
posibilidad de que diferentes PNAs (con respecto a secuencia/composicion),
interactuen de manera diversa con el contenido citosélico, exponiéndose en mayor
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o menor medida a un secuestro de cualquier tipo, o que formen estructuras inter- o
intramoleculares que impidan su hibridacion con la secuencia blanco.

100
©
£ 80
- . 3
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Figura 20. Inhibicién de la proliferacion y expresion de EhSa en trofozoitos tratados con
PNAs. lzquierda, proliferacién; Derecha, niveles de la proteina blanco. Cultivos en
crecimiento exponencial de trofozolitos se incubaron 96 h con 20 pM de los PNAs sin
modificar.

59



Resultados y discusiones

120 120 |
5100 5100 |
1= gt
8 80 8 80 F
T I r
- k=] C
o 60 o 60 [
g g L
c c [
8 40 2 40 [
o S L
o a L
20 20 [
0 oL

Control EhSecs1 EhSec61 Control EhSec61 EnSecB1

SCR ATG SCR ATG

Figura 21. Inhibicién de la proliferacién y expresion de EhSec61 en trofozoltos tratados con
PNAs sin modificar. 1zquierda, niveles de la proliferacién; Derecha, niveles de la proteina
blanco. Cultivos en crecimiento exponencial de trofozoftos se incubaron 96 h con 20 uM de
los PNAs sin modificar.

Ensayos con PNAs modificados. Como se menciond anteriormente, una
alternativa para incrementar la permeabilidad de los PNAs (y consecuentemente
disminuir las dosis de trabajo), fue derivatizarlos con el acido graso miristico.
Como se determiné que los conjugados K-B-PNA-miristato presentaron una mayor
permeabilidad a los trofozoitos (Figura 16), se decidid bajar la dosis de trabajo
para los estudios de inhibicién de la expresion génica. :

Primeramente, se realizaron como control, ensayos de proliferaciéon
incubando a los trofozoitos con 1 y 10 uM de los acidos grasos miristico y
palmitico. Como se muestra en la figura 22, ninguno de los dos acidos grasos
afectd la proliferacion de trofozoitos en cultivo a las concentraciones utilizadas
(Figura 22).
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Figura 22.
Proliferacién de
trofozoltos tratados
con 1y 10 yM de los
acidos miristico y
palmitico. Los acidos
se disolvieron en
agua con 10 % DMSO,
el control se incubé
con agua 10 % DMSO.
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Posteriormente, cultivos de trofozoitos en fase exponencial se incubaron
por separado 96 h con y sin 1 uM de los conjugados B-K-PNA-miristato antisentido
y scrambled contra los ARNm de EhSec61 y EhSco. Para verificar que las
modificaciones en el C-terminal no interferian con la hibridacién del PNA, se
incluyé como control el conjugado B-K-PNA a 20 pM.

Como se muestra en la figura 23, la inhibicion de la expresion de la proteina
blanco con el conjugado B-K-PNA, fue la misma que se observé con el PNA sin
modificaciones, indicando que esta modificacién no interfiere con la funcionalidad
del PNA.

Los PNAs derivatizados con miristato a 1 uM no inhibieron la expresién de
la proteina de ambos genes, aun cuando en teoria hay una cantidad equiparable a
100 uM del PNA no modificado (resultados de permeabilidad) (Figura 23).

Ya que el conjugado B-K-PNA retuvo su capacidad inhibitoria, l1a pérdida de
funcién de los conjugados con miristato es, probablemente, debido a que el PNA
pierde la propiedad de hibridar con su ARNm blanco al ser modificado en ambos
extremos. También, podria ser que el N-terminal es esencial para |la nucleacion del
PNA con su ARNm blanco, aunque se ha descrito que algunos PNAs modificados
en ef N-terminal no pierden su funcién (Good, 2001). Cabe destacar que esta
pérdida de funcion no parece ser secuencia/composicion dependiente, ya que en
ambos casos (contra EhaS y EhSec61) no se afectd la expresion de la proteina
correspondiente. No se realizaron experimentos a dosis mayores con los
conjugados B-K-PNA-miristato, ya que es irrelevante la utilizacién de éstos a
concentraciones similares a la de los PNAs no modificados.
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8-K-SCR 8-K-ATG B-K-8CR-C14 8-K-ATG-C14 B-K-SCR-C14 B-K-ATG-C14

Figura 23. Inhibicién de la expresion génica en trofozoftos tratados con PNAs modificados.
Biotina (B), lisina (K), y en su caso con miristato (C14). Cultivos en crecimiento exponencial
de trofozoitos, se incubaron 96 h con 20 uM de los B-K-PNAs y 1 yM de los B-K-PNA-C14.
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Para comprobar si la derivatizacion en ambos extremos era determinante
para la nucleacién del PNA con su secuencia blanco, sintetizamos conjugados
solamente con el grupo miristato en el N-terminal (PNA-miristato). Se generaron
dos conjugados de PNA, uno unido directamente al miristato (PNA-miristato) y otro
utilizando una lisina como espaciador (PNA-K-miristato). Este segundo fue con el
objetivo de determinar la reelevancia de la distancia entre el miristato y el PNA en
términos de funcionalidad.

En la figura 24 se muestra el promedio de muestras por duplicado, de los
niveles de la proteina EhSec61 de trofozoitos incubados 72 6 96 horas con
diferentes concentraciones del conjugado PNA-K-miristato antisentido o su
scrambled. Aqui se observd que tanto el PNA antisentido como el scrambled
presentaron una misma disminucion de la proteina blanco y que este efecto es
inespecifico, ya que no depende de secuencia, es dosis dependiente. El
conjugado PNA-miristato (sin lisina) mostré el mismo comportamiento.

De este experimento cabe destacar tres puntos. Primero, el espaciador
entre el PNA y el grupo miristato no representa una diferencia, ya que ambos se
comportaron de la misma manera. Segundo, el efecto inespecifico que se observo,
es dosis dependiente. Tercero, el conjugado ideal seria aquel que una vez dentro
de la célula, sea capaz de perder el grupo miristato. Este ultimo punto nos llevo a
la siguiente serie de sintesis.
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Figura 24. Inhibicién de la expresién génica en trofozoitos tratados con PNAs modificados
en el N-terminal. Con lisina (K) y miristato (C14). Cultivos en crecimiento exponencial de
trofozoltos, se incubaron 96 h con diferentes concentraciones de los PNA-K-C14.
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Ya que se determiné que la unidon covalente del miristato interfiere con la
funcion especifica del PNA, decidimos acoplar el grupo miristato a éste de una
manera distinta. La consideracidn mas importante para decidir qué tipo de
conjugacion deseabamos, fue que el grupo miristato debia separarse del PNA
postinternalizacion.

Previamente, se demostré que conjugados de PNA con péptidos
penetrantes, via puente disulfuro (por cisteinas), se reducen rapidamente en el
citosol de células mieldmicas Bowes (Pooga M, 1998). Por otro lado, se sabe que
protozoarios anaerobicos aerotolerantes, como en el caso de Entamoeba,
presentan un citosol altamente reductor (McLaughiin J, 1985).

Primeramente, antes de llevar a cabo la sintesis de un conjugado reducible,
se determind el potencial reductor del medio condicionado con trofozoitos. Se
incubaron 10,000 trofozoitos por 2 h, se centrifugaron y el medio de cultivo se
separod. Se utilizdé como sustrato un conjugado reducible BSA-péptido, el cual se
incubd por 2 h a 37 °C con el medio condicionado. La reducciéon del puente
disulfuro del conjugado BSA-péptido, se analizd por Western blot, utilizando
anticuerpos anti-péptido. Una pérdida de sefal en el Western blot, significa una
reduccion del puente disulfuro, ya que el péptido solo migra con el frente (Figura
25, carril 9). Como se puede observar en |la misma figura, en los carriles 1 y 3, el
puente disulfuro no fue reducido por el medio condicionado en las condiciones
utilizadas. Este experimento se realizé a 2 h de incubacion, ya que los estudios de
permeabilidad mostraron que el conjugado PNA-miristato se localizé dentro de las
células a este tiempo (figura 16). Con estos datos concluimos que si lograbamos
generar un conjugado lipofilico reducible, éste sélo se reduciria dentro de las
células y no fuera.

Con base en estos resultados, sintetizamos el conjugado PNA-Cys-Cys-1,2-
diaminoetano-miristato. La reduccidon de este conjugado liberaria por un lado el
PNA-cisteina y por otro lado el complejo cisteina-1,2-diaminoetano-miristato.
Reportes previos determinaron que PNAs modificados con una cisteina en el
amino terminal, retienen su capacidad de hibridar con su ARN blanco y por ende
su actividad inhibitoria. Como control se sintetizo un conjugado PNA-Cys-Cys-1,2-
diaminoetano sin miristato.

Primero, se realizé un estudio comparativo del PNA sin modificaciones y el
PNA-Cys-Cys-1,2-diaminoetano reducido y sin reducir. Como se muestra en la
figura 26, no hay ninguna diferencia
significativa en los niveles de inhibiciéon de 9 5 4 3 2 1
la proteina blanco. Con esto se ratifico el
hecho de que una cisteina en el amino
terminal no interfiere con la actividad del

PNA. % ﬁ iy

Figura 25. Capacidad reductora del medio
condicionado de amibas. Medio condicionado
por 2 h con 10,000 amibas. 1) sobrenadante, 2)
Vacio, 3) sobrenadante, 4) amibas, 5) control sin
reduciry 9) control reducido.
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Figura 26. Inhibicién de la expresién génica en trofozoitos tratados con PNAs, reducidos y
sin reducir. Modificados en el N-terminal con cistina (Cys;) y 1,2-diaminoetano (linker).
Cultivos en crecimiento exponencial de trofozoitos se incubaron 96 h con 20 pM de los
PNAs.

A continuacion, se realizo un estudio a diferentes concentraciones de la
actividad inhibitoria del conjugado PNA-Cys-Cys-1,2-diaminoetano-miristato.
Como se muestra en la figura 27, contrario a lo que se esperaba, el conjugado
PNA-Cys-Cys-1,2-diaminoetano-miristato no presenté un incremento en la
actividad inhibitoria en comparacion al PNA sin modificaciones.

Hay varias interpretaciones posibles para este resultado. Primero, el PNA-
Cys-Cys-1,2-diaminoetano-miristato es altamente internalizado, pero el puente
disulfuro no se reduce en el citoplasma, consecuentemente pierde su capacidad
de hibridacion. Segundo, el puente disulfuro se reduce fuera de la célula, por lo
que el conjugado pierde la alta permeabilidad y se comporta como el PNA sin
modificaciones. Tercero, el grupo Cys-Cys-1,2-diaminoetano, neutraliza la
contribucion hidrofdbica del miristato, en tal caso la alta permeabilidad se pierde.
De manera indirecta, proponemos gue esto ultimo fue [o que sucedié. Al purificar
los conjugados por HPLC, el porcentaje de acetonitrilo requerido para eluir el
conjugado PNA-Cys-Cys-1,2-diaminoetano-miristato (18%), fue el mismo que el
del PNA sin modificaciones (15%), a diferencia de los conjugados PNA-miristato y
PNA-K-miristato, [0s cuales eluyeron con 65% acetonitrilo. De manera general, el
porcentaje de acetronitrilo que se requiere para el despegado de un analito de la
fase sdlida de la columna (Fase reversa, Cqs), es un indicativo de la hidrofobicidad
de éste, a mayor porcentaje de acetonitrilo mayor hidrofobicidad. Entonces, al
presentar el mismo patrén de elucion el conjugado PNA-Cys-Cys-1,2-
diaminoetano-miristato y el PNA sin modificar, se puede suponer que la
hidrofobicidad media de estas dos moléculas es similar. Por tanto, si el incremento
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de la hidrofobicidad era la causa del aumento de la permeabilidad, el conjugado
PNA-Cys-Cys-1,2-diaminoetano-miristato perdié su permeabilidad y se comporté
de la misma manera que el PNA sin modificaciones.
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Figura 27. Inhibicién de la expresion génica en trofozoitos tratados con PNAs modificados
en el N-terminal con cistina {(Cys;), 1,2-diaminoetano (linker) y miristato (C14). Cultivos en
crecimiento exponencial de trofozoftos, se incubaron 96 h con diferentes concentraciones
de los PNAs.

Como ultima aiternativa, se sintetizaron otros dos conjugados, PNA-
hexanoato y PNA-decanoato. Estos conjugados se sintetizaron con el propésito de
determinar la reelevancia de la longitud de la cadena saturada del acido graso, en
términos de permeabilidad e inhibicion especifica. Tal vez, al disminuir la longitud
de la cadena saturada, los conjugados retienen su alta permeabilidad e inhiben de
manera especifica la traduccién de la proteina blanco.

Como se muestra en la figura 28, tanto el conjugado PNA-hexanoato como
el conjugado PNA-decanoato, a 1 pM, no inhibieron la expresion de la proteina
EhSec61. Cabe destacar, que para estos conjugados no se determind la
permeabilidad, lo cual impide concluir si {a falta de efecto es debido a una baja
permeabilidad o a una pérdida de funcién (capacidad de nucleacion).
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Figura 28. Inhibicion de la expresién génica en trofozoitos tratados con PNAs modificados
en el N-terminal con hexanoato y decanoato. Cultivos en crecimiento exponencial de
trofozoitos, se incubaron 96 h con 1pM de los PNAs.
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Ensayos de inhibicién de la traduccion in vitro con PNA.

Para determinar si ia inhibicion inespecifica que se observd en los ensayos
celulares con los complejos PNA-miristato operd directamente sobre la maquinaria
de traduccién, se realizaron experimentos de traduccién in vitro utilizando el
ARNm de luciferasa (un ARNm irrelevante). Previo a la traduccién se preincubd
por 30 min a 37 °C 1 ug de ARNm de luciferasa con: a) 1 uM de PNA antisentido
sin modificaciones, b) 1 uM de PNA-K-miristato antisentido y ¢) 1 uM de PNA-Cys-
Cys-1,2-diaminoetano-miristato antisentido.

Una fraccion de las muestras de traduccion se precipitdé con acido
tricloroacetico (TCA) al 25 % y se determiné la incorporacidn de Met [*S]. Como
se muestra en la figura 29, la incorporacién de metionina marcada fue Ja misma en
todos los casos, indicando que los PNAs no presentan un efecto directo sobre la
maquinaria de traduccion (de conejo) con este ARN. Para corroborar estos
resultados, se realizd una autorradiografia digital a partir de un gel SDS-PAGE al
12.5 %, en el cual la banda mayoritaria (luciferasa) fue cuantificada por
densitometria (Figura 30). La densitometria mostré que la cantidad de proteina en
todas las muestras fue igual, correlacionando positivamente con [as mediciones de
incorporacion de metionina (Figura 31).
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ATG ATG-K-Myr ATG-Linker-Myr
1 M ALY 1 pM
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Figura 29. Incorporacion de Met [*°S]. Traduccién in vitro de 1 ug de ARN de luciferasa con y
sin PNA.
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Figura 30. Traduccién in vitro del
ARNm de luciferasa. 2) MPM; 3)
ARN sin PNA; 4) ARN mas PNA sin
modificaciones; 5) ARN mas PNA-
K-miristato; 6) ARN mas PNA-
cistina-1,2-diaminoetano-miristato;
7) ARN sin PNA; 8) Vacio; y 9) ARN
sin PNA. Gel al 12.5 %. El gel se
reveld por § dias.
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Figura 31. Correlacién entre la densitometria (gel) y la precipitacion con TCA de la
traduccion in vitro del ARNm de luciferasa.

Una vez que se determind que los PNA antisentido no interferian con la
traduccion de un ARN irrelevante, se decidio realizar el mismo estudio pero
utilizando ARN poli (A) total de amiba (Figura 32). De igual manera que en el
estudio anterior, la incorporacién de metionina no mostré ninguna diferencia
significativa entre las muestras con y sin PNA (Figura 33). Aunque en este poo/ de
ARN se encuentra el ARNm de EhSec61, era poco probable observar una
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diferencia en la cantidad de incorporacion, ya que la abundancia del ARNm de
EhSec61 se estima en no mas del 1 %, cantidad que no se puede discriminar con
esta técnica. Al realizar un gel SDS-PAGE con estas muestras, se observo que la
intensidad de las bandas mas abundantes (por ejemplo actina, que es el 30 % de
la proteina total) de las diferentes muestras no varié significativamete (Figura 34).
Estos resultados sugieren gue Ia inhibicién inespecifica de los PNAs modificados
con el grupo miristato no se debe a una accion directa sobre la maquinaria de
traduccién.

Figura 32. Purificacion de ARN poli (A) total de amiba.
1) MPM; 2) 1.9 ug de ARN poli (A) total de amiba.
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Figura 33. Incorporacién de Met**S. Traduccién in vitro de 2 Hg de ARN poli (A) total de
amiba.
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Figura 34. Traduccién in vitro de ARNm total de amiba. 1) MPM; 2) Sin ARN; 3) Control; 4)
PNA sin modificaciones; 5) PNA-K-Myr; 6) PNA-Linker-Myr; y 7} Control. Gel al 10 %.

Ya que no se observd un efecto inespecifico de los conjugados PNA-
miristato resultado de una inhibicidon genérica sobre la maquinaria de traduccion,
se evalud su capacidad inhibitoria directamente sobre et ARN de EhSec61 en el
sistema in vitro.

Para esto, se transcribié in vifro el gen completo de EhSec61 (regién
codificante). Para dicho efecto se utilizaron como molde tres distintas
construcciones: pPBSSK-EhSec61, pCITE4a-EhSec61 y pCiTE4c-EhSec61 (Figura
35). Una vez transcrito el ARN (Figura 36), y previo a la traduccién, éste se
preincubd por 30 min a 37 °C con: a) 1 pM de PNA antisentido sin modificaciones,
b) 1 UM de PNA-K-miristato antisentido y ¢) 1 pM de PNA-Cys-Cys-1,2-
diaminoetano-miristato antisentido. La traduccion se realizé utilizando dos distintas
marcas comerciales de lisados de reticulocitos de conejo. En ninguno de los
casos, con las muestras de ARN de EhSec61, se observd proteina, ya sea por
incorporacion de Met [°°S], autoradiografia o Western blot. Esta falta de traduccion
puede deberse a que la transcripcidn de la region codificante no sea suficiente
para la traduccion in vitro, aun a partir de sistemas como el pCITE, que agregan
una serie de senales consenso (Cap Independent Translation Enhancer) para
optimizar los niveles de traduccion in vitro. Cabe destacar, que al momento no se
ha reportado la traduccidn in vitro de ningun gen de amiba transcrito /in vitro.
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pBSSK

Xbal

Figura 35. Vectores de transcripcién in vitro de EhSec61.

Figura 36. ARN de Sec61 transcrito in vitro. 1) MPM; 2) 712 ng de
ARN de Sec 61; y 3) 900 ng de ARN de luciferasa.

Como ultima alternativa, y debido a que el ARN producido por transcripcion
in vitro no se tradujo, se decidié purificar el ARNm de EhSec61 a partir del ARN
poli (A) total de amiba, como se habia reportado para el ARNm de actina,
mediante captura por hibridacion. Esta aproximacion no fue posible, ya que el
material purificado resultante no fue suficiente para los ensayos de traduccion in
vitro.
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Ensayos de cinética y estabilidad de hibridos PNA/ADN.

Como una manera indirecta de evaluar los posibles mecanismos de
interaccion de los PNAs con sus secuencias blanco, se decidid determinar la
cinética y estabilidad de los hibridos PNA/ADN, tanto para [os PNA no modificados
(capaces de inhibir la traduccidn de manera secuencia-dependiente), como para

los modificados (cuyos espectros de inhibicién son inespecificos con respecto a
secuencia).

Determinacién de las Tm (estabilidad de hibridos). Las Tm de todos los
conjugados se obtuvieron utilizando como secuencia blanco un oligonucleétido
17mero de ADN complementario al PNA antisentido. La Tm se determiné

utilizando el programa GraphPad Prism (version 2) como se ejemplifica en la figura
37.
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SCR-K-Myr 63
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Figura 37. Determinacion de la Tm de los complejos PNA/ADN. Ejemplificacion del

procesamiento de los datos de las curvas de hipocromicidad utilizando un ajuste de curva
sigmoide.

En la tabia 4 se muestran las Tm obtenidas para todos los conjugados.
Como se puede observar en esta tabla, la estabilidad de los hibridos PNAJADN
(en solucién) de los PNAs modificados con acidos grasos no depende
estrictamente de la secuencia del PNA, ya que hay PNAs scrambled con una
mayor Tm que su antisentido correspondiente. Como ejemplo, en los conjugados
directos PNA-acido graso (PNA-C6, PNA-C10 y PNA-C14) la longitud de la
cadena hidrocarbonada es directamente proporcional a la estabilidad inespecifica
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(no dependiente de secuencia) del hibrido. Esto no fue el caso de los PNAs sin
modificaciones hidrofébicas, en los cuales siempre se observé una mayor Tm para
los antisentido. Esto podria explicar las inhibiciones inespecificas que se
observaron con los conjugados PNA-acido graso en los ensayos con amibas en
cultivo. :

Tabla 4. Tm obtenidas de los hibridos PNA/ADN.

PNA Tm (C)

ATG 69

SCR 65
ATG-K-Myr 74
SCR-K-Myr 63
ATG-Linker-Myr 79.5
SCR-Linker-Myr 67.5
ATG-Linker 73.5
SCR-Linker 66
ATG-C6 70

8CR-C6 61
ATG-C10 69.5
SCR-C10 69.5
ATG-C14 72
SCR-C14 75
B-K-ATG 69

B-K-SCR 57

4 B-K-ATG-Myr 71
B-K-SCR-Myr 69.5

Al graficar los resultados de las Tm y los porcentajes de inhibiciéon de los
niveles de proteina de los PNAs sin modificar (con acidos grasos), se obtiene una
correlacion de 0.81, la cual tiene un valor predictivo de la funcionalidad del PNA
con respecto a su Tm (Figura 38). Cuando se hace el mismo ejercicio con |os
PNAs modificados directamente e indirectamente con acidos grasos, este analisis
pierde su valor predictivo, ya que la correlacion es tan solo de 0.132 (Figura 39).

73



Resultados y discusiones

——1m —— y=50.972 + 0.18535x R= 0.8106

Figura 38. Correlacién
entre la estabilidad del

hibrido (Tm) y ERRIERS:
porcentaje de Y o T RYNLN
inhibicién de PNAs no Ser-tmer
derivatizados con g
acidos grasos.

55 llllll!llllll]iill;iillllllzllllll

0 10 20 30 40 50 60 70
Porcentaje de [nhibicion
—o— T ——y = 70.963 + -0.06405x R= 0.13275

Tm

|
-5 0 5 10 15 20 25 30
Porcentaje de Inhibicion

Figura 39. Correlacion entre la estabilidad del hibrido (Tm) y porcentaje de inhtbicion de
conjugados de PNA con acidos grasos.
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Ensayos de Bijacore (cinética de formacién de hibridos). La técnica del
Biacore permite estudiar, en tiempo real, la interaccion en fase sdélida de un
ligando con su analito. Se generd una construccion plasmidica que contenia los
primeros 250 nucléotidos del gene EhSec 61 (Figura 40). Esta secuencia se
transcribié in vitro utilizando una mezcla de ribonucleétidos-UTP-Biotina (Roche).
El transcrito generado se acoplé por medio de la biotina a un chip (SA), el cual
esta recubierto de estreptavidina. Una vez que se elimind todo el ARN gue no se
acopld, se prosiguié a estudiar la interaccion de los diferentes PNAs con el
transcrito inmovilizado. Cabe mencionar que el chip presenta dos celdas, una de
las cuales no se modifico y la cual se utilizé como referencia, lo que permitié
evaluar el pegado inespecifico del PNA a |la superficie de estreptavidina. Esta
respuesta se resta a la obtenida en [a celda-muestra (con ARN) resultando en un
sensograma corregido (Figura 41). En la tabla 5 se muestran |la KD obtenidas para
cada conjugado.

pBSSK()-Sec-FLASH

(EDIT)
253 pb

Eari

13 Dol

Figura 40. Vector de transcripcién para la produccién de ARN para los ensayos de Biacore.
El plasmido se digiri6 con la enzima Bstx /.
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Figura 41. Grafica representativa de los sensogramas corregidos de la cinética de
hibridacion de PNA/ADN.

Tabla 5. KD obtenidas de los hibridos PNA/ADN.

PNA Tm (C) KD Tm (K) 1/Tm

ATG 69 2.21 10-7 342 0.00292398
SCR 65 2.94 10-7 338 0.00295858
ATG-K-Myr 74 .005 10-7 347 0.00288184
SCR-K-Myr 63 21.4 10-7 336 0.00297619
ATG-Linker-Myr 79.5 7.33 10-8 352.5 0.00283688
SCR-Linker-Myr 87.5 6.93 10-5 340.5 0.00293686
ATG-Linker 73.5 2.61 10-9 346.5 0.002886
SCR-Linker 66 6.82 10-8 339 0.00294985
ATG-C6 70 4.85 10-7 343 0.00291545
SCR-C8 61 5.56 10-6 334 0.00299401
ATG-C10 69.5 3.7 10-7 342.5 0.00291971
SCR-C10 69.5 6.39 10-7 342.5 0.00291971
ATG-C14 72 2.99 10-9 345 0.00289855
SCR-C14 75 9.37 10-9 348 0.00287356
B-K-ATG 69 ND 342 0.00292398
B-K-SCR 57 ND 330 0.0030303
B-K-ATG-Myr 71 ND 344 0.00290698
B-K-SCR-Myr 69.5 ND 342.5 0.00291971

Para complementar los datos de las Tm (estabilidad en solucion) se realizd
una grafica de las Tm contra las KD obtenidas (hibridacion en fase sdlida) (Figura
42). Al graficar todos los datos, se determind una correlacion de 0.178. Al eliminar
los datos de los conjugados PNA-Cys-Cys-1,2-diaminoetano-miristato (antisentido
como scrambled) la correlacién aumenté hasta 0.73 (Figura 43).
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Figura 42.
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hibrido {Tm).

Figura 43.
Correlacién entre
la cinética de
hibridacion (KD) y
estabilidad del
hibrido (Tm). Se
excluyeron los
datos de los
conjugados
antisentido y
scrambled PNA-
cistina-1,2-
diaminoetano-
miristato.
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Ensayos de la localizacion de factores de virulencia Amibaporo y Cisteina
proteasa 5 en trofozoitos.

Una consecuencia frecuente de la infeccidén con E. histolytica es la
produccion de uiceraciones y destruccion de tejido del huésped, que ocurre
esencialmente a nivel del epitelio del colon e higado. Se ha propuesto, que estas
patologias son el resultado de interacciones entre factores de virulencia del
parasito y factores del huésped. Algunos de estos factores de virulencia propuesto
son: péptidos formadores de poros, amibaporo (Leippe, 1997); la lectina
Galactosa-N-acetilgalactosamina (Petri, 2002); y la familia de proteasas de
cisteina (Que, 1997). Ya que estos factores se localizan en la membrana
plasmatica, son secretados y/o modificados post-traduccionalmente, podria
suponerse que el procesamiento y trafico de proteinas debe de estar asociado al
proceso de invasién de este parasito. Con el propésito de determinar si esta
asociacion (si es que la hay) es a través de la secrecion de factores de virulencia,
se analizo la distribucion de amibaporo y proteasa de cisteina 5 (CP5) a nivel de
-membrana plasmatica en trofozoitos tratados con el PNA contra la proteina Sec61.
Cabe recordar que esta proteina esta involucrada en la parte inicial de la via
secretoria y la cual se disminuye entre un 65-80% en trofozoitos tratados con PNA
contra ésta.

Trofozoitos en fase exponencial se incubaron por separado 96 h con y sin
20 uM de los PNAs sin modificar antisentido y scrambled. Al término de esta
incubacién, se analizé la distribucion de amibaporo y CP5 por microscopia
confocal. El analisis se realizé con células no permeabilizadas, ya que gran parte
de la sefal se pierde al permeabilizar con Triton X-100. Como se muestra en la
figura 44, no se afectd significativamente la llegada de CP5 (arriba) y amibaporo
(abajo) a la membrana plasmatica con respecto al control (paneles de la
izquierda). Ya que el analisis por microscopia confocal sélo nos permite evaluar
cualitativamente |la sefal de pocas células, se realizé una citometria de flujo para
cuantificar la sefial de una poblacién mas grande.

La citometria de flujo, al igual que la microscopia confocal, mostré que los
niveles de CP5 en la superficie no se vieron afectados (Figura 45, izquierda). Esto
confirmo que la localizacién a nivel de la membrana plasmatica de CP5 no se ve
afectada por [a disminucidn de la proteina Sec61.

En el caso de amibaporo (Figura 45, derecha), la citometria de flujo mostro,
sorprendentemente, un incremento especifico y significativo de los niveles de éste
en la membrana plasmatica de trofozoitos tratados con el PNA antisentido. Esto
puede sugerir que existen vias alternas de secrecion en este parasito, las cuales
se activan por diferentes estimulos, como, por ejemplo, la disminucién de la
actividad de la via de Sec61. De acuerdo con lo reportado previamente (Manning-
Cela, 2003), estas rutas alternas pueden no ser constitutivas y solo afectar
especificamente algunos de los procesos celulares, en éste caso solo afectar
amibaporo pero no CP5.
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Figura 44. Localizacion a nivel de membrana pfasmatica de proteasa de cisteina 5 y
amibaporo. Arriba, proteasa de cisteina 5; Abajo, amibaporo. Paneles de la izquierda,
amibas control; Paneles centrales, amibas tratadas con PNA antisentido; Paneles de la
derecha, amibas tratadas con PNA scrambled. Se utilizo el PNA sin modificaciones contra
EhSecé1.

Figura 45. Cuantificaciéon por citometria de flujo a nivel de membrana plasmatica de proteasa
de cisteina 5 y amibaporo. lzquierda, amibaporo; Derecha, proteasa de cisteina 5. En verde
se denota las amibas tratadas sélo con el anticuerpo secundario fluorescente; Rojo, las
amibas control; Café, amibas tratadas con el PNA scrambled; Azul, amibas tratadas con el
PNA antisentido. Se utilizé el PNA sin modificaciones contra EhSec61.
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Estudios de formacién de abscesos hepaticos en hamster.

Por dltimo, en la evaluacion del uso de PNAs en la amiba, se realizaron
estudios de formacion de abscesos hepaticos en hamster. Se preincubaron
trofozoitos amibianos durante 96 h a 37 °C con y sin 20 uM de los PNA sin
modificaciones antisentido y scrambl/ed. Una vez transcurrido el tiempo, las
amibas se contaron y se inocularon 1x10° amibas/hamster en la vena porta. Se
utilizaron cuatro animales por grupo, los cuales se sacrificaron al séptimo dia y los
higados se pesaron. E| peso de los higados se utiliz6 como parametro indicativo
del grado de formacién de abscesos, ya que la masa de los higados incrementa
proporcionaimente al dano hepatico.

Como se muestra en la tabla 6, los promedios de |os higados de los tres
grupos no resultaron ser significativamente diferentes. Este resultado fue
inesperado, ya que aunque los niveles membranales de los factores de virulencia
analizados (amibaporo y CP5) no se afectaron, esperdbamos que los trofozoitos
de lenta proliferacién (tratados con el PNA antisentido para Sec61) presentaran
una formacion de abscesos hepaticos disminuida.

Esto puede deberse a: A} Una inhibicién del 65-80% de la proteina Sec61
no es suficiente para inhibir la secrecién de los componentes citotoxicos (por
ejemplo; CP5 y amibaporo), lo cual apoya los resultados de localizacion de éstos a
nivel de membrana; B) Aungque quizds disminuya la secrecién de otros
componentes citotoxicos, que no hemos medido, la concentracién alcanzada por
éstos es suficiente para danar el tejido hepatico, C) La secrecién de los
componentes citotdoxicos no es mediada por la ruta de Sec61.

Al realizar estudios de la misma manera que |os mencionados, pero con un
refuerzo intraperitoneal del PNA cada 24 h por 5 dias, se obtuvieron resultados
comparables a los obtenidos previamente sin los refuerzos: presencia de
abscesos hepaticos de extensidon media similar en todos l0os grupos.

Tabla 6. Peso de los higados de hamsters. Después de una semana de la inoculacion
intraportal de trofozoitos tratados con PNA y controles.

Peso de los higados (g)

Tratamiento Control Scrambled PNA | Antisentido PNA
Hamster 1 9.98 6.09 6.57
Hamster 2 10.32 5.43 496
Hamster 3 5.76 7.72 7.01
Hamster 4 6.00 15.9 8.26

Promedio + SD 8.0212.47 8.7914.84 6.70x1.36
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Figura 46. Fotografia de los higados de los hamsters. izquierda, amibas control; Centro,
amibas tratadas con el PNA scrambled; Derecha, amibas tratadas con el PNA antisentido.
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Conclusiones

PNAs sin modificar son capaces de inhibir especificamente la sintesis de
proteinas en trofozoitos de Entamoeba histolytica.

Los trofozoitos de Entamoeba histolytica son del orden de 100 veces mas
permeables a PNAs derivatizados con miristato que a los PNAs sin modificar.

PNAs derivatizados en ambos extremos pierden la capacidad de inhibir
especificamente la sintesis de proteina en trofozoitos de Entamoeba histolytica.

La permeabilidad a PNAs derivatizados con palmitato parece ser secuencia
dependiente en trofozoitos de Entamoeba histolytica.

La determinacion de la Tm puede ser una prueba predictiva del
funcionamiento de los PNAs no derivatizados con acidos grasos.

La determinacion de la KD (por medio de Biacore) puede ser una prueba
predictiva del funcionamiento de los PNAs no derivatizados con acidos grasos.

La disminucion de los niveles de la proteina EhSec61 en trofozoitos de
Entamoeba histolytica no afecta la capacidad de éstos de formar abscesos
hepaticos en hamsters.

La inhibicion inespecifica de los PNAs derivatizados con miristato no parece
ser a nivel de traduccion, ya que éstos no inhibieron la traduccion del ARNm total
de amiba en ensayos in vitro.

La propiedad hidrofébica del PNA adquirida por el miristato se pierde al
conjugarlos por medio de una cistina-1,2 diaminoetano.

Es imperativo que el conjugado PNA-miristato se separe dentro de la célula
para la adecuada funcionalidad (inhibicién) de los PNAs.

Al margen de limitaciones de costo y de criterios de disefio, la utilizacién de
PNAs no modificados como agentes supresores de la expresién génica en
Entamoeba histolytica es promisora y puede ser una herramienta util para estudios
de funcion génica.

83



PERSPECTIVAS



Perspectivas

Determinar si las modificaciones con acidos grasos en el carboxilo terminal
no interfieren con la funcionalidad del PNA.

Determinar las Tm de los diferentes PNAs utilizando como blanco
oligorribonucleéticos.

Buscar linkers reducibles que no interfieran con la propiedad hidrofobica
conferida al aducto por el miristato.
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Introduction

PNA are DNA analogs in which the entire phosphate-sugar
backbone has been replaced by an isomorphic pseudopep-
tidic chain 1o which the four bases are linked. They have
been shown 1o bind complementary natural polynucleotide
sequences with higher affinity than their natral counter-
parts, partially due to the high flexibility and absence of
charge of the artificial backbone. Furthermore, their artifi-
cial structure is hot recognized by proteases and nucleases,
making PNA exceptionally stable in biological ¢nviron-
ments (1). This consideration is of particular relevance to
Entamoeba hisiolviica, as it possesses numerous hyvdro-
lases. some membrane bound. PNA oligomers have becn
used in the last few years as antisense and antigene agents in
a variety of cell-free and cellular systems. showing that they
can effeclively and selectively downregulate gene expres-
sion at the translational or transcriptional levels when used
at micromolar concentrations (2). The difficultiecs inherent
in the caltivation of E. histolyrica irophozoites and the lack
ol procedures for deletion of genes have made it very diffi-
cult to pertorn classical genetic studies aimed at the charac-
terization ol phenotypes resulting from gene inactivation.
Only recently, antisense strategies using plasmids transerib-
ing antisense mRNAs have been successfully used, allow-
ing the downregulation of specific gencs and the analvsis of
resulting phenotypes (3). In this study, we report the use of
PNA oligomers as anusense agents for etfective and spe-
aiiic downregulation of expression of the bacterial gene

N
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neomycin phosphorotransferase (NPT in £ hisiolyiica in
culture. with results comparable 10 antiscuse sirategies re-
cently reported. In contrast to other cellular types tested, notably
mammalian cells, E. histolytica s permeable to unmodified
PNA. and inhibition of gene expression is significant and
easily achieved in a dose-dependent manner. saving the work
of cloning, transfection, and selection procedures needed
for plasmid-mediated antisense inhibition.

Materials and Methods

Cells and culture. Al ~xperiments were performed using
the HK9 and HM- I:IMSS strains. Results were equivalent in
both strains in all cases. Cells werc erown in standard TY-S
medium supplemented with 15% newbormn-calf serum.

PNA svathesis, modification, and qualiry control. PNA oli-
eomers were synthesized manually using solid phase pep-
tide synthesis (SPPS) by 1Boc or Fimoe chemisiries using
appropriate resins, as previously desceribed (4). Purity of the
oligomers was greater than 95% by mass spectrometry. The
PNA synthesized were 17-mers complementary 1o the first
17 nucleotides of the NPT mRNA coding scquence (NEO
I 7ATG). designed for antiparallel hybridization (the 37 end
of the PNA corresponding to the amidated C-terminus), and
as vantrol. a scrambled sequence of wdentical composition
was synthesized. The PNA oligomers syithesized for this
audy were: NEOVTIATG CONHL-TACTAACTTOTTC-
TACC-NH, and NEO17SCR: CONH.-CATATATCTTG-
TACTCT-NII,.

Cell ransfection and vectors, I istolciea rophozoites
crowing exponcatially were raasfected usig elfectene -
polection reapgent (Bochringer, Mannhenm. Germanyy as in-

structed by the punulacturer, except that lpoleciion wis
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done in Optimem (Gibeo, BRI, Rockville. MD. USA). Sc-
lection ol transtormants was performed with increasing
amounts of G418 (Geneticin, Sigma Chemicals, St Louis,
MO. USA), and prolileration and NPT activily experiments
were performed with trophozoites growing in medium con-
taining 10 pe/ml. antibiotic. corresponding to a resistance
index of 4. The vector used i these experiments, ptCV4, is
a minimized derivative of the pTCV I plasmid previously
described by Petri and coworkers.

Measurement of NPT activity. Neomycin - phosphorotrans-
ferase activity was measured in cell extracts obtained rom
PNA-treated and control cultures by a slot-blot assay using
kanamycin as substrate lor phosphorylation (3). The amount
of radioactive kanamycin was measured by auioradiography
in a phosphorimager system (Molecular Dynamics. Sunny-
vale, CA, USA) and 2D densitometric analysis, with the
freeware package NIH-Image version [.62. Results are plot-
ted as percent of control activity = standard deviation (SD).

Results and Discussion

Neomycin phosphorotransferase activity in PNA-treated
trophozoites. Cells grown in 5-mL cultures in the presence
of 10 wg/mL G418 were incubated with 20 uM of PNA oli-
gomers and collected at 96 h. Lysates were obtained, pro-
tein concentration normalized, and identical quantities of to-
tal protein used for the kanamycin phosphorylation assay.
An autoradiogram of the slot-blot assay is shown in Figure
1 (left panel). Two-dimensional densitometry (middle
panel) revealed that inhibition of NPT activity was 70%
(right panel). Inhibition of NPT activity was restricted to the
antisense sequence, as the scrambled control PNA did not
have a significant effect. Results of the densitometry read-
ings are plotted as percent of NPT activity of untreated con-
trols. The decrease in NPT activity showed a clear concen-
tration dependence, with negligible effects under 5 M and

maximal effects at 20 uM (data not shown). This level ol

inhibition is comparable to those recently reported for ame-
bapore and the light chain of the Gal-NAc lectin genes.
downregulated by means of antiscnse mRNA transcription
from plasmids. Kinetic studies of NPT activity showed that
a decrease in activity was apparent after 48 h (~25%) of in-
cubation with 20 pM antisense PNA | and maximal at 96 h
(data not shown).

Our results suggest that PNA oligomers nuay provide
valuable tool for genctic studies in I histoiviica. and may
possibly be ol use in the study of other organisms ior which
the tools necessary for gene knockout and reverse gencties

are not available, as is the case tor a Large portion of patho-

% NPT activity
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Figure 1. Neomycin phosphorotranserase activity of bosutes of HKY to-
phozoites mcubated with 20 WM antisense NEOTTATGY and serambled
(NEOI17SCR) PNA for 96 h. Lelt panel: zndiograph of ot blot of *3P-

kanamycin: middle pancl: densitometr alysix of slot blot, and right

panel: pereent inhibition ¢ 2 SD) of antisense and serambled PNA by com-

parison to untreated control.

genic protozoans ol particular importance in the tropical
and subtropical world. Undergoing research on genes asso-
ciated with drug resistance and invasion/virulence factors
may benefit from the use of PNA. PNA oligomers can be
manually synthesized and puritied in the laboratory in
scales needed for in virro and small animal in vivo work. As
shown for antisense agents in mammalian cells. appropriate
signals may be designed to improve delivery into E. his-
tolvtica cells, as well as for nuclear localization for studies
on transcriptional inhibition of gene expression. Although
more studies on laboratory animals are necessary, PNA may
be a feasible gene-therapeutic agent against amebiasis. pro-
vided that appropriate vectors for delivery and optimal tar-
get sequences are identified.
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Inhibition of gene expression in Entamoeba
histolytica with antisense peptide
nucleic acid oligomers

Roberto P. Stock!, Alejandro Olvera!, Ricardo Sanchez!, Andrés Saralegui!, Sonia Scarti?,
Rosana Sanchez-Lopez', Marco A. Ramos', Lidia C. Boffa’, Umberto Benatti?, and Alejandro Alagon'~

Peptide nucleic acids (PNAs) may be a potent tool for gene function studies in medically important parasitic
organisms, especially those that have not before been accessible to molecular genetic knockout approaches.
One such organism is Entamoeba histolytica, the causative agent of amebiasis, which infects about 500 mil-
lion people and is the cause of clinical disease in over 40 million each year, mainly in the tropical and subtrop-
ical world. We used PNA antisense oligomers to inhibit expression of an episomally expressed gene
(neomycin phosphorotransferase, NPT) and a chromosomal gene (EhErd2, a homolog of Erd2, a marker of
the Golgi system in eukaryotic cells) in axenically cultured trophozoites of E. histolytica. Measurement of NPT
enzyme activity and EhErd2 protein levels, as well as measurement of cellular proliferation, revealed specific
decreases in expression of the target genes, and concomitant inhibition of cell growth, in trophozoites treated
with micromolar concentrations of unmodified antisense PNA oligomers.

Although antibiotics have had a profound impact on morbidity and
mortality due to bacterial disease since their introduction 50 vears
ago, those conditions caused by protozoan parasites have been
affected 1o a much lesser degree. Protozoan infections remain one of
the largest unresolved problems of world health!. The difliculties
arise mainly from the complexity of protozoan parasite biology.
Parasite life cycles, with their often drastic morphological and meta-
bolic changes. and the frequently unusual biochemistries that char-
acterize them, have defied most efforts aimed at the elucidation of
the factors that determine the nature of the relationship between the
parasite and its possible hosts. Tools for prohing the function of spe-
cific parasite genes, their biology, and the host-parasite relationship,
are sorely needed in parasitology.

With these considerations in mind, we evaluated the potential of
PNA oligomers to selectively downregulate gene expression in the
protozoan pathogen E. histolytica to determine their utility as tools
for gene function studies. PNAs are polynucleotide analogs in which
the entire phosphate-sugar backbone has been replaced by an iso-
rorphic pseudo-peptidic chain to which the four bases are linked.
PNAs have been shown to bind complemenitary natural polynii-
cleotide sequences with higher affinity than their natural counter-
parts. partially as a result of the extrerne flexibility and neutrality of
the artificial backbone. Furthermore, because proteases and nucleas-
es do not recognize their artificial structure, PNAs are exceptionally
stable in biological environments {as reviewed in rel. 2). PNA
oligoners have been used in the last few years as antisense and anti-
genc agents in a variety of cell-free and cellular systems, showing that
they can effectively and selectively downregulate gene expression
when used at micromolar concentrations (reviewed in ref. 3). The
transcription  and  translation-inhibitory  properties  of PNA
oligomers are determined by length, composition (notably
purine:pvrimidine ratio). and, critically in cellular svstems, perme-
abilitv of target cells?. In the case of mammalian cells, the limited
permeability of the cell mernbrane to PNA has led to the deveiop-

ment of appropriate transport signals that, when covalently linked to
the oligomer, increase transport across the cell membrane and/or
delivery into cell nuclei%. In Escherichia coli, the use of strains of dif-
ferent permeability has revealed that the efficacy of inhibition is
determined by the entry of PNA into the cells™®,

Our group is concerned with the study of the biology of E. his-
tolytica, an unusual eukaryote in terrns of its metabolisrn and cellular
architecture™!!. However, the difTicuitics inherent in the cultivatiorn
of k. histolytica trophozoites and the lack of procedures for deletion
of genes have made it very difficult to perforrn classical genetic stud-
ies aimed at the characterization of phenotypes resulting from gene
inactivation!2. Several features of trophozoites (the metabolically
active pathogenic stage) are critical for molecular genetic rnanipula-
tion: (1) trophozoites in axenic culture cannot be grown sustainably
at high density in defined medium!?; (2) they do not possess a sexual
cycle!? (3) cells in axenic culture exhibit a variable numher of nuclei
(commonly one to two, more rarely three or more)!¥ and a variable
DNA content’; and (4) they have a complex ploidy that. in a recent
stucly, has been estimated to be at least four'®.

Onlv recently, antisense strategies using plasmids transcribing
antisense messenger RNAs (rmRNAs) have been successfully used.
allowing downregulation of specific genes and the analysis of result-
ing phenotypes in E. histolytica'"'3. The methodology used, however,
requires the genes under study to be cloned and transfected into
cells, maintained episornally by selection at uncertain copy numnbers,
and expressed by use of Fnramoeba control elements of which our
knowledge is still very limited'?.

Ini this study, we report the use ol PNA oligomers as antisense
agents for effective and specific downregulation of expression of two
genes, one episoral and the other chromosomal (NPT and EhErd2.
respectively) in E. histolytica in culture. We reasoned that dowriregu-
lation of NPT expression. and therefore the ability to detoxifv G418,
under antibiotic selection should recuce the growth of trophozoites,
indicating that thev were permeable to PNA. The FhErd2 gene,

Hnstitueo de Biotecnologia/UNAM. Av. Universidad 2001. 62210 Morelos. Mexico. ¥ institie of Biochemistry, University of Genoa, Viale Benedctto XV, 116132, lraly.
*National Cancer Institte, IST, Largo K. Benzi. 16132 Genoa, ltaly. *Corresponding author (alagon@ibtunantnix).

hup:ibiotech.nature.com

MARCH 2C0)

VOLUME 19 natire hiotecbnology 231



(3

© 2001 Nature Publishing Group http:/biotech.nature.com

17T

RESEARCH ARTICLE

Figure 1. Distribution of antisense biotinylated PNAs in trophozoites of
strain HK9 after 2 h (A,B) and 24 h (C,D) incubation with 20 uM PNA.
Confocal image representative of numerous studies with PNAs of different
lengths and composition (from 13- to 20-mer) shows a diffuse cytosolic
distribution with large areas of high concentration apparent after 2 h of
incubation (in green, corresponding to Alexa 488-streptavidin), which tend
to condense by 24 h, with no detectable signal in the nucleus (propidium
iodide, red). Most cells were this permeable, and a variable degree of
sequestration in vesicles was also observed.

which is a homolog of a Golgi membrane receptor described in
marnmalian and yeast cells'*2, was used to determine whether anti-
sense inhibition of chromosomal genes is also achievable in the same
PNA concentration range. An effect on cellular proliferation could
be also reasonably expected, in that Erd2 deletion in Saccharomyces
cerevisiae has been shown to be very deleterious, possibly even lethal,
presumably because of its crucial role in the maintenance of endo-
plasmic reticulum function'®. In contrast to mammalian cells, E. his-
tolytica is permeable to unmodified PNA, and inhibition of gene
expression is significant and easily achieved in a dose-dependent
rnanner, saving the work of cloning, transfection, and selection pro-
cedures needed for plasmid-mediated antisense inhjbition. In addi-
tion, PNAs coupled to appropriate signals have been recently shown
to be effective gene downregulators in an animal systern with no evi-
dence of toxicity?. Together with our findings, these studies indicate
the potentjal of PNA as a gene downregulator In vivo to probe the
molecular genetic foundations of E. histolytica parasitism directly in
animal models.

Results and discussion
Permeability of trophozoites to PNA. Figure 1 shows a maximum-
intensity projection of HK9 trophozoites after a 2 h (Fig. 1A.B) and
24 h (Fig. 1C.D) exposure to a 20 uM of a biotinylated antisense PNA
directed against the first nucleotides of the NPT gene. The distribu-
tion of PNAs (green) after 2 h shows a clear uptake by the cells, with
{luorescence restricted to the cytosol, partly in a diffuse pattern with
arcas of high concentration and partly concentrated in what possibly
are endocytic vesicles. At 24 h the distribution remains cytosolic and
seems to concentrate in what appear to be small vesicles. No PNA
could be observed within the nucleus (red). We have tested perme-
abilitv of trophozoites to PNA with an extensive battery of 13-, 17-.
18- and 20-mers. biotinylated and directly coupled to rhodamine,
and all have shown similar patterns of entry and accumulation inside
both HK9 and HM-1:IMSS trophozoites (data not shown).
Neomycin phosphorotransferase activity in PNA-treated
trophozoites. Transfected cells grown in 5 ml cultures in the pres-
erice of 10 ug/ml G418 in anaerobiosis were incubated with 20 uM
NEOITATG (experirmental) or NEO17SCR PNA (scrambled con-
trol) and collected at 96 h, Lysates were obtained as described in the
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Figure 2. Neomycin phosphorotransferase activity of lysates of HK9
rophozoites treated with 20 uM NEO17ATG antisense PNA for 96 h. For
comparison, 20 pM NEO17SCR is a random PNA of identical base
composition. (A) Autoradiogram of slot blot of 32P-labeled kanamycin.

(B) Densitometry of autoradiogram in (A). (C) Percentage inhibition + s.d.
of triplicate samples (by comparison to untreated control).

Experimental Protocol, and identical quantities of total protein were
used for a kanamycin phosphorylation assay. A typical autoradi-
ogram of the slot blot assay of HK9 cells grown for 96 h in the
presence of antibiotic is shown in Figure 2A. Two-dimensional
densitometry (Fig. 2B) revealed that inhibition of NPT activity was
70% (Fig. 2C) and was sequence-specific. because the random PNA
of identical base composition did not give significant inhibition.
Results of the densitometry readings are plotted as percentage inhi-
bition of NPT activity with respect to untreated controls. This level
of inhibition is cormparabie to that recently reported for amoebapore
and the light chain of the Gal-NAc lectin genes, downregulated by
means of antisense MRNA transcription from plasmids'-'3.

EhErd2 protein expression in PNA-treated trophozoites.
Cultures of exponentially growing trophozoites were incubated with
a 17-mer antisense complementary to the first 1 7 coding nucleotides
of the EhErd2 mRNA (ERDI7ATG) or its random control
(ERD17SCR). Protein expression was measured by western blot of
cellular lysates (Fig. 3A). protein concentration was normalized and
identical quantities loaded onto 15% sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis  (SDS-PAGE) gels and
immunoblotted. Densitometry of duplicate samples revealed a 35%
specific decrease in EhErd2 protein expression at an antisense PNA
concentration of 10 uM after 96 h of incubation (Fig. 3). No signifi-
cant decrease in EhErd2 expression was seen in cells treated with the
random PNA.

Percentage of control
<]

Controt

ERD178CR ERD17ATG

Figure 3. Erd2 protein levels in lysates of HK9 trophozoites treated with
10 uM ERD17ATG antisense PNA for 96 h. (A) Western blot of EhErd2.
(B) Percentage inhibition by densitometry (by comparison to untreated
control).
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Figure 4. Effect of PNA reatment on rophozoite growth. (A) Treatment
with anti-NPT PNA. tdentical inocula of pTCV4-transformed HK9 {solid
line) or HM-1:1IMSS (dashed line) trophozoites were cultured in medium
with 10 ug/ml G418 with varying concentrations of NEO17ATG or
NEQO17SCR PNA (triangles). The open symbols represent pTCV4-
transformed HKS trophozoites grown without antibiotic and treated with
20 uM NEO17ATG or random control PNA. (B) Treatment with anti-
EhErd2 PNA. Identical inocula of HKS trophozoites were cultured in
standard medium with varying concentrations of ERD17ATG (solid
circles) or ERD17SCR (open square). Viable cells were counted 96 h
post-addition of PNA and proliferation plotted as percentage of untreated
{control) cultures. The error bars represent the standard deviation of the
mean of triplicale determinations.

Proliferation of PNA-treated cells. Triplicate cultures of tropho-
zoites were incubated with PNA NLEQO17ATG at concentrations rang-
ing from 1 to 20 UM in the presence of G418 at 10 yg/ml in standard
mediurn. Trophozoites were counted at 96 h and percenitage growth
(with respect to untreated cultures) plotted against concentration of
PNA (Fig. 4A). The 17-mer antisense PNA inhibited trophozoite
proliferation in a dose-dependent manner, whereas the correspond-
ing random PNA did not. The effect of the antisense 17-mer PNA
was significant. with proliferation inhibited by 55% at a concentra-
tion of 20 M. No evidence of antiproliferative activity was observed
in transfected cells not undergoing antibiotic selection. in which a
decrease in expression of NPT would not be expected to affect
trophozoite growth (Fig. 4A, open symbols). When trophozoites
were treated with ERDI7ATG PNA (Fig. 4B). a similar dose-
dependent effect on proliferation was observed, which correlated
closely to the level of inhibition of EhErd?2 levels at 96 h of incuba-
tion. The corresponding random PNA (ERD17SCR) did not affect
cell growth.

Although PNA uptake is evident, as measured by high-resolution
confocal microscopv. inhibition of proliferation at 96 h is 55% for
Neo and 53% for Erd2 antisense PNAs. Qur hypothesis is that.
because multinucleated Entamoeba cells are cornmon'!, mRNA levels
tikely vary widely from cell to cell. Thus, the 55% inhibition of prolif-
eration by NEOQI7ATG and the 53% inhibition by ERD217ATG
probably reflect averages ol cell populations in which inhibition is
high and populations in which inhibition is significanly lower as a
result of higher levels of NPT or Erd2 mRNA. Swudies done at the
single-cell tevel, by microscopy or flow cytornetry. shonld provide
valuable phenotvpic information at varjous levels of inhibitiorn of
gene expression. These levels of inhibition may well be biologically
significanit. in that Bracha and coworkers have found that a 60%
decrease i amocbapore expression (by antisense mRNA expression)
resulted in 90% decrease in cytopathic activity of viable tropho-
zoites'”. Qur laboratory is actively engaged in improving thesc levels
of inhibition by design of appropriate transport signals for coupling
to the PNA otigorners.

Taken together. our results suggest that PNA oligormers may pro-
vide a valuable tool for genetic studies in E. histolytica. and mav pos-
sibly be of use in the study of other organisms for which the toals
necessary for gene knockout and reverse genetics are niot available. as
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is the case for a large portion of pathogenic protozoans ol particular
irnportance in the tropical and subtropical world. PNA oligomers
can be manually synthesized and purified in the laboratory on scales
needed for in vitro and smali-animal {n vivo work. As shown for anti-
sense agents in mammalian cells, appropriate signals and/or delivery
systems (such as liposomes) may be designed to irnprove PNA deliv-
ery into E. histolytica cells. as well as for nuclear localization for stud-
ies on transcriptional inhibition of gene expression.

Experimental protocol

Cells and culture. All experiments were done using the HK9 and HM-
1:IMSS strains. Results were equivalent in both strains in all cases, Cells were
grown in TY-S medium supplemented with 15% newborn calf serum™ in
sealed culture tubes or. in the case of cultures in microtiter slides, in an anaer-
obic incubator {Forma Scientifica. Marietta. OH) with a gas mixture com-
posed of Ny:Hz:CO; (90:5:5) at 37°C.

PNA synthesis, modification, and quality control. PNA oligomers were
synthesized manually using solid-phase peptide synthesis (SPPS) by Boc
chemistry using appropriate resins?. Biotinylation of part of the synihesis
products for permeability studies was done before the final cleavage from the
resin. Synthesis products were separated by reverse phase on a preparative
column using a linear 0-60% acetonitrile gradient in 0.1% trifluoroacetic
acid in water. Peaks were analyzed in a Hewlett-Packard mass spectrometer
fitted with an electrospray apparatus {Harvard Instruments. Millis, MA). The
high-performance liquid chromatography (HPLC) fractions corresponding
to the complete synthesis product were dried and stored at 4°C. Purity of the
oligomers was >95% by HPLC. Working stock solutions of PNA were pre-
pared in sterile water at a concentration of 1 mM. PNAs synthesized were
17-mers complementary to the first 17 nucleotides of NPT mRNA coding
sequence (NEOITATG) or the EhErd2 mRNA (ERD17ATC). designed for
antiparallel hybridization (tlie 3 end of the PNA corresponding to the
amidated C terminus). As controls. scrambled sequences of identical compo-
sition to each antisense oligomer were synthesized. The PNA oligomers
synthesized complementary to NPT mRNA were as follows: for NEO17ATC.
CONH,- TACTAACTTCTTCTACC-NHy:  for  NEOI7SCR.  CONH,-
CATATATCTTGTACTCT-NHa. The PNAs complementary to EhErd2 mRNA
were as follows: for ERDITATC. CONH,-TACCACAAATTACAAAA N
for ERD17SCR. CONH;-CAATACATAACATAACA-NT,.

Cytochemistry and fluorescence microscopy. Trophozoites grown on tissue
culture slides were fixed at 2 and 24 h after addition of biotinylated PNA at
20 pM final concentration. Cells were fixed with 2% paraformaldehyde in
50 mM L-lysine for 20 min at room temperature, washed four times with
PBS. permeabilized with 0.1% Triton X-100 {Kodak} in PBS. and blocked
with 5% nonfat milk (Nestle. Vevey. Switzerland) in PBS for 1 hh. Streptavidin-
Alexa 488 (at 1 ug/ml; Molecular Probes, Eugene. OR) was added 10 the fixed
and blocked cells and incubated at room temperature for 90 min. Cells were
washed extensively and counterstained with 2 ug/ml propidium iodide
{Molecular Probes}. Samples were mourited in ProLong antifade/mounting
medium (Molecular Probes) and observed in a Bio-Rad MRC600 svstermn
(Bio Rad Laboratories. Hercules. CA) fitted 10 a Zeiss Axioskop. Optica! slices
were collected using the two available fluorescence channels and appropriate
filter blocks. The confocal data sets were collected with a 100x nuwmnerirat
aperture 1.3 Plan Neoftuar Oil immersion lens and 180 nim z-step: slices are
projected with the maximum-intensity algorithm. lintreated control and
streptavidin: Alexa 488-stained preparations not exposed 10 biotinylated
PN A showed nosignal at the sensitivity and laser power settings used.

Cell transfection and vectors. I histolytica trophosoites growing exporien
tially were (ransfected using Effectene Lipofection Reagent (Boehringer
Manntheim. Mannheim. Germany) as instructed by the manufacturer, with
the exception that lipofection was done in Optimern (Gibeo BRI Grand
Istanid. NY). Transformants were selected with increasing amounts of G418
(Geneticin; Sigma. St. Louis. MO). and proliferation and NPl activity exper
iuneats were doae with trophozoiles growing in inedium  containing
10 ug/mt antibiotic. corresponding to a resistance index of 4. The vector
used in these experiments. called pTCVA. is a minimived derivative of the
pTCVI plasinidB.

Measurement of NPT actlvity. Neomycin phiosphorotransferase activity
was neasured in cell extracts obtained from PNA treated and contro) el
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tures by a slot blot assay using kanamycin as substrate for phosphorylation®.
Briefly. trophozoites were harvested at each time point, washed. counted.
and resuspended at 2 x 10° cells/ml in 50 mM Tris-HCI pH 7.5 with 10 mM
plienylmethylsulfonyl fluoride and 1 mM E-64. freeze-thawed three times
using liquid nitrogen. and cleared by centrifugation. Protein concentration
was normalized for all samples (BCA method. Pierce Chemical Co..
Rockford. IL}. NPT activity was routinely measured in triplicate for each
treatment and tirne point by adding 1.25 g of lysate protein to an excess
kanamycin and [Y**P]-ATP and incubating for 1 h. The amount of radioac-
tive kanamycin was measured either by cutting the spots on the membranes
and counting radioactivity in a scintillation counter (Beckman Instruments.
Fulterton. CA) or, alternatively. by autorradiography in a Phosphorimager
system {Molecular Dynamics. Sunnyvale, CA) and two-dimensional densit-
ometric analysis with the freeware package NIH-Image version 1.62. Results
are plotted as percentage inhibition with respect to control activity * s.d. of
triplicate determinations.

Measurement of EhErd2 expression. Expression of EnErd2 was measured
by quantitative western blot of trophozoite lysates. Untreated cultures were
used as control. Briefly. 96 h of incubation with antisense or random PNA,
trophozoites were harvested. washed. counted. resuspended at
2 x 108 cells/ml in PBS. lysed in SDS-PAGE. and protein concentration
determined as for the NPT activity assay. Identical amounts of lysate protein
were loaded onto 15% SDS-PAGE gels. separated electrophoretically, and
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transferred onte Immobilon-P membranes (Millipore, Bedlord. MA).
Membranes were blocked. incubated with anti-Erd2 rabbir antibody (at
1 ng/ml). and developed with a goat-anti-rabbit-alkaline phosphatase anti
body conjugate (Zymed. S. San Francisco. CA) and BCIP/NBT (Zymed).
Densitometry was done using the N1H Image 1.62 software package. Results
are plotted as percentage inhibition with respect to control levels * s.d. of
duplicate determinations.

Measurement of trophozoite proliferation. Proliferation of PNA-treated
and control trophozoites was measured. in triplicate 5> ml cultures in medium
supplemented with 10 pg/ml G418 when appropriate. for each time point by
direct counting using a hemocytometer (Neubauer, Hausser Scientific.
torsham, PA) and Trypan Blue.
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Abstract

We have studied the intracellular distribution of proteasome subunits, corresponding to the catalytic (20S) core and the regu-
latory (19S) cap. in the extracellular protozoan parasite Entamoeba histolytica. Contrary to all cell types described to date. notably
mammalian and yeast, in which the proteasome is found in the nucleus and actively imported into it, microscopic analysis and
subcellular fractionation of E. histolytica trophozoites show that the proteasome is absent from the nucleus of these cells. We
speculate that. given the relative abundance of mono- and multinucleated trophozoites in culture, a relationship may exist between
this unusual distribution of the proteasome and the frequent lack of synchrony between karyo- and cytokinesis in this primitive

cukaryote.
© 2003 Elsevier Science (USA). All rights reserved.

Keywords: Entamoeba histolytica; Proteasome; Co-localization: Cell cycle

In Entamoeba histolytica, the extracellular intestinal
parasitic protozoon which is the etiological agent of
amebiasis, the existence of a functional proteasome has
been reported. This was determined by the purification
of a proteolytic protein complex with a sedimentation
value of 20S and which exhibits cross-reactivity with an
antibody against proteasomal o subunits (Scholze et al.,
1996). In addition. a functional ubiquitin-conjugating
system has been described in E. Aistolytica (Wostmann
ct al.. 1996) and expressed genes homologous to an -
subunit and a non-ATPase S2 subunit of the human and
ycast proteasome have been identified in this parasite
(Hellberg et al., 1999; Ramos et al., 1997). The function
of the proteasome has also been studied with inhibitors
(such as lactacystin) in Entamoeba invadens and E. his-
tolytica in its relation to trophozoite proliferation and
diflerentiation into cysts (Gonzalez et al., 1999; Mak-
ioka et al., 2002).

In eukaryotic organisms, much ol the regulated
protein degradation is carried out by the proteasomec.
The protcasome is implicated in numerous biological
processes which include the protcolysis of abnormal or
misfolded proteins, cell-cycle control, cell differentia-

" Corresponding author. Fax: +52-777-172388.
E-mail address: rstock@ibt.unam.mx (R.P. Stock).

tion, metabolic adaptation, and in higher eukaryotes, in
the cellular immune response. Many of these functions
are ATP-dependent and linked to an ubiquitin-conju-
gating system involving the 26S proteasome (Jentsch
and Schienker, 1995). The eukaryotic 26S proteasome
is a cylindrical complex of approximately 2100kDa
consisting of two particles, the 20S proteolytic core and
the 19S regulatory cap. The 20S proteasome is a
700 kDa protein assembly, composed of 14 homologous
a subunits and [4 homologous B subunits, arranged as
four axially stacked heptameric rings. The two inner
rings are composed exclusively of B subunits, which
possess the catalytic actlivilty, whereas the two outer
rings are composed exclusively of o subunits which have
no enzymatic activity. The rcgulatory cap can bind to
one or both of the outer rings of the 20S proteasome.
Once bound, it confers upon the 20S core the specilic
ubiquitin- and ATP-dependent protein degradation ac-
tivity. This 19S regulatory cap is a 700kDa protein
complex consisting of 20 subunits which fall into two
classes, the ATPascs. which contain 1 homologous 200-
amino acid domain with ATP binding motifs and the
non-ATPase proteins (DeMartino and Slaughter, 1999).

In mammalian cells, the proteasome is found both in
the nucleus and in the cytoplasm, with a higher abun-
dance, generally, in the latter although it is actively

(14-4894/03/S - sce front matter @ 2003 Elscvier Science (USA). All rights reserved.
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imported into the former (Palmer et al., 1996; Peters
et al., 1994; Yang et al, 1995). In an unicellular cu-
karyote such as yeast, proteasomes are localized almost
exclusively in the nucleus (Enenke] et al., 1998; Russell
et al.,, 1999; Wilkinson et al., 1998).

Entamoeba histolytica is an unusual eukaryotic cell in
many respects. It 1s a morphologically simple organism,
as no organelles such as mitochondria, peroxisomes,
endoplasmic reticulum (ER), and Golgi system are ap-
parent, and cytoskeletal organization is conspicuously
absent (Bakker-Grunwald and Wostmann, 1993). In
addition, axenically cultured trophozoites have the
peculiarity that multinucleated cells are common, indi-
cating that nuclear division and cytokinesis are often
uncoupled (Das and Lohia, 2002), a feature it shares
with some primitive amitochondriate eukaryotes (Mar-
gulis and Dolan, 1997).

To determine the subcellular localization of the E.
histolytica 20S and 26S proteasome complexes, we pro-
duced two specific antibodies: one against a component
of the 20S proteolytic core and the other against one of
the 19S regulatory cap. From an E. histolytica DNA se-
quence homologous to ScPUP2 (an a subunit of the yeast
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Fig. 1. (A) Specific immunodetection of recombinant o and S2 subunits
by purified antibodies. Lane 1: 100 ng of lysate protein from Escheri-
chia coli expressing recombinant EhaS probed with immunopurified
rabbit anti-EhaS. Lane 2: 100ng of lysate protein from E. coli ex-
pressing the recombinant fragment (25kDa) of EhS2 probed with
immunopurified rabbit anti-EhS2. (B) Detection of EhaS and EhS2 in
Entamoeba histolytica lysates (25,000 cells) with immunopurified an-
tibodies. Lane l: rabbit anti-EhaS. Lane 2: rabbit anti-EhS2. The
working concentration of anti-proteasome antibodies was 2pg/ml,
secondary antibody was an anti-rabbit alkaline phosphatase conjugate
(Zymed) and the substrate was BCIP/NBT (Zymed).

Fig. 2. Detection of 20§ and 19S proteasome subunits in paraformaldehyde-fixed Entamoeba histolytica trophozoites. (A-F) Maximum intensity
projections of equatorial confocal slices (0.18 pm z-step) of propidium i1odide and rabbit-anti-proteasome-stained trophozoites. Immunodetection ol
EhaS of the 20S complex (A) and EhS2 subunit of the 19S complex (D). Panels (B) and (E) show DNA staining with propidium iodide. The su-
perimposition of the data of both channels is shown in panels (C) and (F) (proteasome in green and DNA in red). Entamoeba histolytica trophozoites
of the HKY strain were cultured axenically at 37°C in TY[-S-33 medium (HM-1:IMSS trophozoites showed an identical staining pattern. data not
shown). Exponentially growing trophozoites were allowed to adhere onto coverslips and tixed. permeabilized and stained as described previously
(Juiirez et al., 2001). Anti-proteasome antibodies were used at 10 pg/ml and sccondary antibody was a goat anti-rabbit Alexa Fluor 488 conjugate at
2pg/ml (Molecular Probes). Propidium iodide was used at | pg/ml after RNAsc treatment of the cells. Confocal datasets were collected with a Bio-
Rad MRCG600 confocal system fitted on a Zeiss Axioskop with a collar-corrected Planapochromat 100x NA 1.4 oil immersion objective under fully
confocal conditions and using appropriate filter blocks. Controls with only secondary antibody conjugate gave no detectable signal at the power,

exposure, and gain scttings used. Bar is 10 pm.
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proteasome; Coux et al., 1994) that we previously re-
ported (Ramos et al., 1997). we cloned, expressed, and
purified a His-tagged 26kDa o-subunit recombinant
protein (EhaS). This protein was used as immunogen to
produce rabbit antiserum against the 20S proteasome.
Rabbit antibodies against the 19S regulatory complex
were obtained using a 25kDa recombinant protein
(EhS2) as immunogen. This protein spans 257 amino
acids of the C-terminus of an E. histolytica homologue of
a yeast and mammalian non-ATPase S2 subunit (Hell-
berg et al.. 1999). Antibodies were purified by affinity
chromatography against affinity-purified recombinant
immunogens. As shown in Fig. 1 (panel B, lane I), the
antibodies obtained against the o subunit of E. histolytica
(EhaS) recognize a single band of the expected size
(=25kDa) in ameba lysates. In the case of the antibodies
against EhS2, these recognize predominantly a high
molecular mass band (Fig. 1, panel B, lane 2). The high
molecular weight band corresponds to the predicted
(92 kDa) molecular mass of the complete EhS2 protein
(Hellberg et al., 1999).

In E. histolytica, nuclear localization of EhaS (208
complex) and EhS2 (19S complex) was not apparent by
high resolution confocal microscopy datasets. Equatorial
optical slices of doubly stained trophozoites clearly show
that both 20S (Figs. 2A~C) and 19S (Figs. 2D-F) pro-
teasome subunit signals fail to localize in the nucleus as
defined by propidium iodide staining. Instead, all signal,
from both subunits, was observed exclusively in the cy-
tosol, exhibiting a homogeneous distribution throughout
the volume of the trophozoites without any apparent
exclusion of compartments that would resemble the ER
and Golgi apparatus, as observed in other cell types
(Reits et al., 1997). The exclusion of EhaS and EhS2 from
the nucleus is striking, since in all cells studied to date the
proteasome is present in both the cytosol and nucleus,
and in yeast most of it is in the nucleus.

To verify this finding, we purified whole trophozoite
nuclei by gentle lysis and performed an immunoblot of
nuclear and cytosolic extracts of trophozoites (Fig. 3).
The results are clear—most 1f not all signals of the 20S
and 19S proteasome is cytosolic. If there are functional
proteasomes in the nucleus of trophozoites, they are in
very low quantity. A blot with nuclear extracts probed
with a monoclonal antibody against histones and anti-
body against EhaS was performed to demonstrate the
integrity of the nuclear f{raction used (Fig. 3, inset).
These results confirm the previous microscopic obser-
vation and prove a novel proteasome distribution in E.
histolytica \rophozoites.

It has been put forth that the activities of the protea-
some fall into two categories: degradation of relatively
long-lived proteins in the cytosol and rapid turnover of
short-lived proteins in the nucleus. The Jatter has becn
shown to be related to regulation of the cell cycle
(Hochstrasser, 1995). In S. cerevisiae, the nuclear {raction
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Fig. 3. Detection of EhaS and EhS2 subunits in nuclear and cytosolic
extracts. Lanes | and 3: 25ug of nuclear fraction protein. Lanes 2 and
4: 25ug of cytosolic fraction protein. Lanes 1 and 2 were probed with
rabbit anti-EhaS (20S) antibodies and lanes 3 and 4 were probed with
rabbit anti-EhS2 (19S) antibodies. The 48 kDa band probably repre-
sents a minor degradation product consequence of the lengthy ma-
nipulation for purification of nuclet, as it is absent when total lysates
are quickly obtained in SDS-PAGE sample buffer (see Fig. 1). Inset:
slot blot of 10pug nuclear protein probed with an anti-histone pan
monoclonal antibody (H: Boberinger #1492519. detects a conserved
epitope of histones H1, H2A, H2B, H3, and H4) and anti-EhaS (P).
Trophozoites were centrifuged for 15min at 500g and then resus-
pended at 9 x 10%cells/ml in 1SmM Tris-HCV1SmM NaCl/0.5%
NP40/SmM PMSF/0.5mM E64, pH 8. Tropbozoites were lysed
manually and the extent of lysis monitored under the microscope. The
trophozoite lysate was centrifuged for I1Smin at 500g to separate the
cytosolic fraction (supernatant) from the nuclear fraction (pellet).
Nuclei were washed once with 3ml of PBS and further purified by
centrifugation for 12 min at 6000g on a 1 M sucrose gradient. Protein
quantitation of the cytosolic and nuclear fractions was done with the
Micro BCA kit (Pierce).

seems to be crucial, as 80% of the proteasome is found in
the nucleus (Russell et al., 1999). Furthermore, mutations
in proteasome genes in yeast are often lethal, aflecting
steps in cell cycle progression (Emori et al., 1991; Fu-
jiwara et al., 1990; Rinaldi et al., 1998; Wilkinson et al.,
1997) and proteasome inhibitors have been shown to
interfere with cell cycle progression and cell fate in
mammalian cell systems (Fenteany and Schreiber, 1998).
However in E. invadens proteasome function seems not to
be essential for trophozoite proliferation. but only for
differentiation into cysts (Gonzalez et al.. 1999), whereas
in E. histolvtica lactacystin inhibits growth at relatively
high concentrations (Makioka et al.. 2002).

In Schizosaccharomyces pombe, mulations in a group
of genes implicated in septum formation (sid. septum
initiation defective) result in a block of cytokinesis but the
cells undergo multiple cycles of S and M phases and be-
come multinucleated and highly clongated before they
lyse (Balasubramanian et al., 2000). In fact. failure of the
proteasome to localize in the nucleus correlates with an
arrcst al anaphase (Tatebe and Yanagida. 2000). How-
ever, both these situations (absence of nuclear protea-
some and multiple S and M rounds without cytokinesis)
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seem [requent in E. histolytica in culture (Das and Lohia,
2002) and bi- and multi-nucleated cells are viable.

In this study we show that neither the catalytic nor
regulatory proteasome complexes localize to the nucleus
of E. histolytica trophozoites, and by analogy to studies
in yeast. suggest that it may be related to the frequent lack
of synchrony between karyokinesis and cytokinesis. The
cellcycle is a fundamental area of research to which much
eflort is being devoted, and the concerted division of
nuclear and cytoplasmic material has been proposed to
be the result of the coordinated action of numerous
structural and regulatory genes, in which the proteasome
plays a central role. Studies of nuclear and cell division in
cells such as those of E. histolytica will surely provide an
instructive counterpoint to those of the cell cycle of
model eukaryotic organisms in which nuclear and cell
division are tightly coordinated.
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Abstract

The Sec6 o protein is defined as a highly conserved essential integral component of the endoplasmic reticulum in eukaryotic cells.
We report a detailed immunolocalization of the Entamoeba histolytica homologue of the Sec6la subunit (E/iSec61a), which shows an
irregular pattern throughout the cell and is also found on the cell surface, its effective down-regulation by means of antisense peptide
nucleic acids and its effects on cell proliferation, subcellular distribution of two virulence factors, and the ability of the trophozoites
to cause liver abscess in hamsters. Although Sec6la levels are specifically decreased in antisense PNA-treated trophozoites, which
proliterate more slowly than the controls, mobilization of the cysteine protease 5 and amoebapore to the cell surface is not signifi-
cantly impeded and the capacity to induce liver abscess in hamsters is largely unaffected. The implications of these findings are dis-

cussed in the context of the peculiar cell biology of E. histolyitica.
© 2005 Published by Elsevier Inc.

Index Descriptors and Abbreviations: Entamoeba histolytica; Endoplasmic reticulum; Sec6la subunit; Abscess; Antisense peptide nucleic acid; CP5,

cvsteine protease 5; ER. endoplasmic reticulum; PN A, peptide nucleic acid

1. Introduction

The Entamoeba histolytica trophozoite, the ctiologic
agent ol amebiasis in humans, 1s a motile, fluid, and
actively phagocytic and secretory cell. One of the most
salicnt characteristics of E. histolytica is the apparent
lack of fixed structural compartments identifiable by
microscopy. In fact. E. histolytica has often been
described as devoid, among other things. of intraccllular

“ Corresponding author. Fax: +52 777 317 2388.
E-mail address: rstock@ibt.unam.mx (R.P. Stock).

0014-4894/S - sce front matter © 2005 Published by Elsevier Inc.
doi: 10.1016/j.exppara.2004.12.011

compartments morphologically equivalent to the Endo-
plasmic Reticulum (ER) and Golgi system (Martinez-
Palomo, 1986), which are responsible for an important
part ol post-translational modification and protein
trafiic in model systems such as yeast and mammalian
cells. Although the E. histolyiica cell is very atypical by
comparison to other eukaryotes. in the last few years
evidence, both biochemical and genctic, has been
accumulating which demonstrates the existence ol
post-translational protein modification. Thus. somc
cnzymatic activities associated to post-translational
modification of proteins have been characterized (Var-
gas-Rodriguez, 1998; Villagdmez-Castro et al. 1998),
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and an assortment of genes closely homologous to com-
ponents of the secretory pathway of model eukaryotes
have been cloned and sequenced (Gutiérrez et al., 2000;
Juarez et al, 2001; Ramos and Alagon, 2000; Ramos
et al,, 1997; Saito-Nakano et al, 2000; Sanchez-Lopez
ct al, 2000). Furthermore, a recent study established that
Breteldin A (BFA), which in other systems inhibits
Golgi-dependent transport, partially affects adhesion of
trophozoites to a fibronectin substrate as well as several
exocytic and transport processes in vitro. The authors
conclude that two mechanisms, one akin to the BFA-
sensitive ‘classical’ vesicular transport and another
alternate, inducible, BFA-insensitive system, coexist in
E. histolytica (Manning-Cela et al,, 2003). All these data
contribute to a growing body of evidence available
today which points to the existence of protein traffic and
sorting systems functionally equivalent to those of other,
better studied, eukaryotes. They also indicate that at
least some important aspects of protein traffic and
processing are likely to differ significantly from textbook
model systems.

In an effort to understand the spatial organization of
protein traffic in E. histolytica, our laboratory has, over
the last few years, cloned and analyzed the intracellular
distribution of several ER and Golgi marker genes
highly homologous to those of model organisms. One
such gene, reported by Sanchez-Lopez et al. (2000), is the
homologue of the SEC6! gene of Saccharomyces cerevi-
siae, or Sec6la in mammals, which codes for a key struc-
tural component of the translocation system known as
the translocon, which has been the object of intense
studies (reviewed in Eichler and Duong, 2004). Func-
tional studies in this multiprotein system, in which
Sec6la is thought to conform an aqueous pore, suggest
that it is responsible for the translocation of nascent pro-
teins with signal peptides into the ER by a complicated
series of interactions between the nascent peptide-
mRNA-ribosome complex, the signal recognition parti-
cle (SRP) complex itself composed of several proteins
and an RNA scaflold (Walter and Blobel, 1980; Walter
and Johnson, 1994) and the translocon complex, which
culminates with the cotranslational entry of the peptide
into the lumen or the membrane of the ER, where it will
be further modified and continue to subsequent destina-
tions within the cell or be secreted. In S, cerevisiae, the
SEC61 gene is essential, presumably because its absence
severely hampers protein traffic since the translocon is
thought to be an obligatory early point ot entry into the
protein modification and sorting systems (Stirling et al.,
1992).

In mammalian cells, a detailed study of cytolocaliza-
tion of Sec6la revealed that although most of the sig-
nal could be tound in the perinuclear ER and ER-
Golgi intermediate compartment (ERGIC), as could be
reasonably expected, a diffuse reticular labeling
throughout the cclls was also evident. The authors con-
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cluded that Sec6la is recycled from more distal com-
partments back into the ER-ERGIC although no
known localization signals have been detected in
Sec6la (Greenfield and High, 1999). This study did not
pursue the question of whether Sec6la (and the other
markers they examined) are functionally involved in
protein translocation in these distal compartments, or
whether they are part of non-functional structures
awaiting recycling.

In the amitochondriate protozoan parasite Giardia
intestinalis distinct compartments can be revealed by
the use of ER molecular markers, both in proliferating
as well as encysting Giardia trophozoites. A similar
pattern, with strong perinuclear signals progressively
weakening toward the cellular periphery could be
observed (Marti et al, 2003a,b; Miller et al, 2003).
Although the nature of the Golgi in this cell—in terms
of its origin, structure and functionality in develop-
mental stages—still remains the subject of debate, it is
quite clear that an equivalent of the ER exists and can
be defined spatially and functionally. In the intracellu-
lar Microsporidia, the eukaryote with the smallest
genome, genes coding for two subunits of the Sec6l
complex are found, pointing to the ubiquity and con-
servation of the SEC6/ gene group (Beznoussenko
Mironov, 2002).

In cells in which a rough endoplasmic reticulum
(RER) has been described, most notably higher animal
cells, there is an evident spatial coupling of mRNA
export and translation/translocation, as translation of
the exported mRNA occurs at, or in the near vicinity of,
the outer leaflet of the ER boundary, maximizing the
probability of translocation of nascent peptides with
appropriate signal sequences across the translocon of the
ER-cytosol interface, and the initiation of their transit
through the ER- and Golgi-dependent pathways. In the
case of Giardia, the strong perinuclear labeling which
fades toward the cellular periphery suggests a similar
arrangement. Thus, reasonably fixed spatial relation-
ships condition the functional relationships between suc-
cessive compartments. In the case of E. histolytica, the
equivalent of the RER and fixed compartments have not
becn described despite detailed electron microscopy
studies, and whether they are altogether absent or their
structure 1s very labile remains a very open question, and
one that has important implications for the functionality
of the secretory pathway in terms of the models that may
be devised or used to understand it (Beznoussenko
Mironov, 2002; Storrie and Nilsson, 2002) and to the life
circumstances, the cellular physiology and pathogenic
potential of E. histolytica.

Ulceration and destruction of host tissucs. notably
the colonic epithelium and the liver, resulting trom infec-
tion by E. hisiolytica arc thought to be the result of inter-
actions between parasite factors and host factors.
E histolytica factors that influence the ability of the
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trophozoite to invade and cause tissue damage include,
among others, pore-forming peptides (amoebapore;
Leippe, 1997), a galactose N-acetylgalactosamine (Gal-
GalNAc)-specific lectin (Petri et al, 2002) and a family
of at least scven cysteine proteases (Que and Reed.
1997). Although the mechanism of invasion is far {from
being understood, several studies, particularly those
using antisense methodologies, suggest that these factors
are implicated (reviewed in Bracha et al,, 2003; Petri and
Ramakrishnan, 1999). Therefore, the invasion process
must perforce be linked to the protein processing and
traffic systems of the E. histolytica trophozoite, as some
factors are post-translationally modified (such as the
Gal-GalNAc lectin, which is glycosylated) and localized
to the cell membrane (the Gal-Gal-NAc lectin and the
cysteine protease 5, CPS5), and some are localized to the
cell membrane and actively secreted (amoebapores). A
non-pathogenic close relative of E. histolytica, Ent-
amoeba dispar, does not cause disease, but not all £ his-
tolytica (sensu stricto) infections culminate in invasion,
which has led to the proposal that there are strains of
variable pathogenic potential in a complex interplay
with host factors, which are of course harder to define,
and which possibly include genetic (such mucin gene
alleles, immune determinants) as well as environmental
components of importance (i.e,, diet, specific intestinal
flora; Campbell and Chadee, 1997).

We performed a detailed immunolocalization of
Sec6la subunit in the E. histolytica trophozoite, and
decided to study some of the effects of its down-regula-
tion under the working hypothesis that its role should be
similar to the one described in model systems. That is,
that it constitutes a common denominator for post-
translational processing and traffic of many components
of the trophozoite, presumably including some virulence
factors, and that it may possibly be an essential gene as
in yeast. As a tool for down-regulation of the gene we
decided to use an antisense PNA 17-mer complementary
to the Sec6la subunit mRNA. We have previously
shown that unmodified PNA oligomers are taken up by
E. histolytica t(rophozoites and are effective and specific
antisense down-regulators of protein translation in this
parasite (Stock et al, 2001). We followed some of the
effects of lowering the steady-state level of Sec6l on the
viability and proliferation of trophozoites, the distribu-
tion of the CPS5 protein and of amoebapore on the sur-
face of the cell, and the virulence of the trophozoites in
terms of liver abscess formation in hamsters following
intraportal 1njection of trophozoites. We discuss some
implications of the structure of the compartments visual-
ized by the observed distribution of the Sec61la subunit
and other markcrs in E. histolytica trophozoites, and
their possible relation to other characteristics ol this very
unusual cell which may impinge on the structural
requirements and constraints of its post-translational
and protein targeting systems.

2. Materials and methods
2.1 Cells and cultures

The E. histolytica strain HM-1:IMSS was used
throughout this study. It was cultured anaerobically in
TYS-33 medium as previously described (Diamond
et al,, 1978).

2.2. PNA synthesis and characterization

An antisense PNA |7-mer was synthesized which is
complementary to the first 17 nucleotides (5'-AUG

220
221
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231
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GGAGUGUUUUUCAA-3') of the coding sequence of 233

E. histolytica Sec6la subunit gene (Eh Sec6l, GenBank
Accession No. AY730760) by manual solid-phase syn-
thesis using commercial PNA monomers (PerSeptive
Biosystems) and published protocols (Egholm et al.,
1993). A control PNA of the same length and base com-
position but of scrambled sequence was also synthesized
and used as control. All PNAs were purified by reverse-
phase HPLC, using a C,3 column and acetonitrile gradi-
ents, to greater than 95% purity and their molecular
masses determined by electrospray ionization mass spec-
trometry (ESI-MS). The two PNA oligomers used in this
study were: antisense NH,-TTGAAAAACACTCC
CAT-CONH, and scrambled NH,-ATATAGACAC
ACTTACC-CONH,. According to convention, the
amino-terminus of the PNA analog is considered equiv-
alent to the 5 of oligonucleotides, and thus they were
designed for antiparallel hybridization (carboxyl termi-
nus of the PNA apposed to the 5° of the coding
sequence). Although antisense PNA design remains
largely empirical, in our hands 17-mer PNAs directed
against the initial coding nucleotides of E. histolytica
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genes have been effective antisense down-regulators of 255

cxpression in five out of six cases. A useful systematic
study of antiscnsc PNA design for mammalian cells is
that of Doyle et al. (2001).

2.3. Antibodies to Sec61

The specific antibodies used in this study were those
reported by Sanchez-Lopez et al. (2000). The antibodies
were obtained by immunization with the carboxy-termi-
nus of heterologously expressed E. histolytica Sec6la
subunit, affinity-purified against the recombinant immu-
nogen and detect a single band of the expected molecu-
lar mass in western blots of whole E. histolytica
trophozoite lysates.

2.4. Antibodies to virulence factors
Specific rabbit antibodies against CP5 were obtained

by immunization of NZW rabbits using the synthetic
peptide NH,-CETCTYDKKKVAV-CONH, (described
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by Jacobs et al,, 1998) conjugated to bovine serum albu- 2.7. Antisense inhibition of EhSec61 expression and 332

min via the terminal Cys residue. These in turn were Western blot 333

affinity purified using the peptide coupled to CNBr-acti- 334

vated Sepharose beads by standard procedures. Affinity-
purified antibodies to amoebapore were obtained in
rabbits immunized with pure active amoebapore of
pathogenic E. histolytica HM-1:IMSS trophozoites
(Leippe et al, 1991; Loew et al, 1983; Pick, 1981) and
were a kind gift of the group of Dr. Ruy Pérez-Tamayo.

2.5. Fluorescence microscopy

Cells adhered to glass coverslips overnight (in culture
medium) in an anaerobic chamber were fixed with 4%
paraformaldehyde for 30 min at 37 °C, washed four times
with phosphate buffered saline (PBS), permeabilized with
0.2% Triton X-100 (Kodak) in PBS, and blocked with
5% non-tat milk (Nestlé, Vevey, Switzerland) in PBS for
1h at 37°C. The specific antibodies against Sec6]« sub-
unit (at 5pg/ml) were added to the fixed, permeabilized
and blocked cells and incubated at room temperature for
1 h. After extensive washing, a goat anti-rabbit-Alexa 488
conjugate (at 1pg/ml, Molecular Probes, Eugene, Ore-
gon) was added and incubated at room temperature for
1 h. Cells were washed extensively and, in the Sec61 local-
ization studies with permeabilized cells, they were coun-
terstained with 2pg/ml propidium iodide (Molecular
Probes) in PBS after RNase treatment for 30min
(100 pg/ml). In the case of non-permeabilized cells, the
Triton X-100, RNase and counterstaining steps were
omitted and blocking of residual reactive sites of the fixa-
tive was done for 30min in 50mM NH,Cl in PBS pH 7.4.
Samples were mounted in ProLong antifade/mounting
medium (Molecular Probes) or Vectashield (Vecta Labo-
ratories) and observed either in a Bio-Rad MRC600 sys-
tem fitted to a Zeiss Axioskop or a Zeiss 510 Meta
mounted on a Zeiss Axiovert. Optical slices were col-
lected using the available fluorescence channels and
appropriate dichroic/filter combinations under fully con-
focal conditions. When indicated, slices are projected
with the maximume-intensity algorithm. Controls with
secondary antibodies showed no signal at the gain and
laser power settings used.

2.6. Digital microcinematography

HM-1:1MSS trophozoites in PBS were photographed
every 500ms (2 frames per second) in a Nikon E600
microscope with a a 60x DIC objective (and appropri-
ate prisms/polarizers) using a CoolSnapyg CCD camera
(Roper Scientific) controlled by IPLab software (v. 3.6,
Scanalytics, Fairtax, USA). In the Quicktime movic
[rames are played at 10fps (so movement is accelerated
five times with respect to the original time series). Stage
displacement in the x-y axes to follow the trophozoite
was done manually.

PNAs were used from 1 mM stocks in water. ldentical 335
cultures of exponentially growing trophozoites in growth 336
medium were exposed to 20uM of the antisense PNA or 337
the scrambled PNA for 96h. Otherwise identical control 338
cultures without PNA were always included. Expression 339
of Sec6la was measured by normalized quantitative 340
Western blot of trophozoite lysates (Stock et al, 2001). 341
Briefly, after 96h of incubation with antisense or scram- 342
bled PNA of identical trophozoite cultures, trophozoites 343
were harvested, washed, counted, resuspended at 344
2 x 108 cells/ml in PBS, lysed in SDS-PAGE sample buffer 345
with 0.5 mM E-64 (Sigma) and 25 mM phenylmethylsufo- 346
nyl fluoride (PMSF) and the protein concentration deter- 347
mined (BCA method, Pierce Chemical, Rocktord, 1L)and 348
normalized for all samples. Identical amounts of lysate 349
protein in identical volumes were loaded onto 15% SDS- 350
PAGE gels, separated electrophoretically, and transferred 351
onto Immobilon-P membranes (Millipore, Bedford, MA). 352
Membranes were blocked, incubated with the affinity- 353
purified anti-Sec6lo rabbit antibody (at | ug/ml), and 354
developed with a goat-anti-rabbit-alkaline phosphatase 355
antibody conjugate (Zymed, San Francisco, USA) and 356
BCIP/NBT (Zymed). Densitometry was done using the 357
NIH Image 1.62 software package. Results are plotted as 358
percentage inhibition with respect to untreated control 359

levels £SD of triplicate determinations. 360
361
2.8. Fluorescence activated cell sorting (FACS) 362
363

For flow cytometric studies, identical inoculi of 10,000 364
cells in Sml of growth medium were incubated with the 365
antisense and scrambled PNA at 20uM as described 366
above. The cells were collected at 96h by centnfugation, 367
fixed in suspension with 4% paraformaldehyde for 30min 368
at 37°C, washed extensively, and blocked for 1 h at 37°C 369
in 5S0mM NH,CI. Staining with rabbit anti-CP5 or anti- 370
amoebapore at 10pg/ml was done for |h, the cells were 371
extensively washed and incubated for 1h with | pg/ml of 372
the secondary antibody (goat-anti-rabbit Alexa 488 conju- 373
gate, Molecular Probes), washed, resuspended in | m| PBS. 374
and ana- lyzed in a Becton--Dickinson FACS system using 375
the CellQuest software and appropriate settings for power, 376
gain and gating. 10,000 events were counted for analysis of 377
each sample. A sample of cells stained with the fluorescent 378

antibody conjugate only were included as controls. 379
380
2.9. Induction of amoebic liver abscess in hamsters 381
382

Four hundred grams hamsters were used for each 383
experimental group. Anesthetized animals were injected 384
intraportally with 1x 10° viable HM-1:IMSS trophozo- 385
ites as previously described (Olivos-Garcia et al.. 2004). 386
For each experiment, three groups corresponding to 387
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hamsters injected with untreated (control) trophozoites,
scrambled PNA-treated and antisense PNA-treated tro-
phozoites (with 20 uM of the corresponding PNA for 96 h
prior to injection). Two different experiments were con-
ducted: in the first, PNA-treated and control trophozoites
were Injected and the hamsters were sacrificed 1 week
later, the livers dissected, weighed, and tissue sections
were prepared for histochemical staining. In the second
experiment, hamsters equally injected were given a boost
of PNA (1.5mg/kg) intraperitoneally every day until they
were sacrificed as above. The results were essentially the
same for both experiment types. All experiments were
conducted at appropriately certified animal facilities.

3. Results
3.1. Intracellular distribution of Sec61

The intracellular distribution of Sec6la is shown in
Fig. 1. In non-permeabilized cells (Fig. 1A), Sec6la was
detected at the cell surface. In permeabilized cells (Fig.
1B), signal is apparent throughout most of the cellular
volume, with some exclusion from the forming pseudo-
pods (arrows), including a perinuclear staining which we
found to be very reproducible and is similar, although
quantitatively less important, to that of mammalian cells
and Giardia. However, most of the signal is distributed
far from the nucleus or nuclei. This pattern, although
more detailed, is consistent with those reported by other
groups for other markers of the ER in E. histolytica (see

Section 4). Tt is difficult, at this level of resolution, to
ascertain continuity in the apparently elongated struc-
tures revealed in some cells by Sec61 antibodies, particu-
larly in those strongly adhered and crawling, but if the
structures are continuous (i.e., tubular), structures ot that
size have not been clearly identified in the numerous elec-
tron microscopic studies. We think that, possibly, they
are more a consequence of cytoplasmic flow along the
axis of displacement of the trophozoites than physically
continuous structures. To illustrate this, we show a typi-
cal time-resolved microscopy of live E. histolytica HM-

444
445
446
447
448
449
450
451
452
453
454

1:TMSS trophozoites in motion, in which the contents of 455

the granular cytosol, including the nucleus or nuclei, can
be seen as relatively free and changing relative positions
as the cell deforms and moves (the movie can be viewed
and/or downloaded at www.ibt.unam.mx/flow).

An interesting feature of Sec6la subunit staining was
that small and variable amounts of signal were detected
within the nuclei, but mostly excluded from the DNA
signal generated by propidium iodide counterstaining.
The existence of this physical continuity between the
nucleus and the ER in terms of molecular markers has
been described in many organisms, including Giardia,
and it may provide a physical coupling between tran-
scription, mRNA export, and translation/translocation
into the ER and the secretory pathway (see Section 4).

3.2. Inhibition of Sec61 expression

Antisense inhibition of Sec6la expression, measured
by quantitative western blot, was apparent after 72h and

I-ig. 1. Subcellular localization of the Sec6la subunit in E. histolytica trophozoites. (A) Non-permeabilized cells. Left (40x objective), maximum
intensity projection of complete confocal dataset of non-permeabilized cells; middle, single equatorial optical slice; right, phase constrast of the same
field. Note the clear surface distribution of Sec61. (B) Triton X-100-permeabilized cells. Left (100x objective), maximum intensity projection of four
cquatorial slices of permeabilized cells, arrows indicate pseudopodial extensions; middle, same projection of propidium ijodide counterstain (nuclei);

right, superimposed images. Bars are 10 pm.
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Fig. 2. Down-regulation of Sec6la expression by antisense PNA in trophozoites and effect on cell proliferation. (A) Steady-state levels of Sec6le after
96 h of PNA treatment, expressed as percentage of untreated control, by Western blot (top inset). (B) Proliferation of trophozoites after 96 h of treat-
menl with antisense and scrambled PNAs against Sec6] expressed as percentage of untreated control.

maximal at 96h of exposure of trophozoites to 20 uM
antisense PNA, while not observed in scrambled PNA-
trecated cultures, which behaved essentially as the
untreated controls both in terms of Sec6l levels and
proliferation (Figs. 2A and B, respectively). The decrease
in Sec6) o levels was correlated with a decrease in prolif-
eration which did not affect the viability of the trophozo-
ites. which was always above 90%, as evidcnced by
Trypan blue exclusion.

3.3. Distribution of CP5 and amoebapore

The distribution of the cystcine protease 5 (CPS)
and amoebapore were studied in non-permeabilized
cells to analyze the membrane distribution (since most
of this signal is lost upon permeabilization with Triton
X-100). In conlocal optical sections shown in Fig. 3.
the arrival at the cell surface of CP5 (Fig. 3A) or
amoebapore (Fig. 3B) did not seem to be significantly
affected by treatment with antisense PNA. Since
microscopy allows obscrvation of only very gross
changes in the levels of the molecules studied at the
surface of only a few cells, we performed a flow cyto-
metric analysis to measure the levels of CP5 and
amoebapore at the cell surface in a large population of
treated and control trophozoites, shown in Fig. 4. CP5
levels at the surface ol the cells were not significantly
altered (left panel), in accordance to the microscopic
observations. Interestingly, in the case ol amoebapore
(right panet) the flow cytometric analysis of non-per-
meabilized trophozoites indicated that surface levels
where increased, specifically, by antisense PNA treat-
ment (sce Section 4).

3.4. Effect of antisense PNA treatment of trophozoites on
liver abscess formation in hamsters

Intraportal injection of identical quantities of viable
untreated (control), and scrambled- and antisense PNA-
treated trophozoites resulted in extensive ulceration of
liver in most animals within each group. Two types of
experiments were performed with equivalent results: In
the first, trophozoites were treated with antisense or
scrambled PNA for 96 h, washed, counted and injected;
in the second, the hamsters were additionally given intra-
peritoneal doses of 1.5mg/kg of PNA every day alter
trophozoite injection until sacrificed for liver examina-
tion. As liver abscess results in an increase in liver mass,
the weight of the livers is a measure of the extent ol dam-
age, w show in Table ] their weights and average for
each group. Despite the apparent, and well known, indi-
vidual variation, no statistically significant inhibition of
liver damage could be observed upon antisense PNA
treatment of the trophozoites, which is consistent with
the observation that CP5 and amocebapore arrival at the
cell surface did not seem ncgatively allected by the low-
ered Sec6la levels, and although proliferation of anti-
sense PNA-treated trophozoites (before the intraportal
injection) was 40% of the untreated control cultures.

4. Discussion

4.1. Intracellular distribution of Sec61 a in trophozoites

The E. histolytica trophozoite is extremely fluid. and
under the optical microscope the cytosol of the moving
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Fig. 3. [mmunolocalization of CP5 (A) and amoebapore (B) in non-permeabilized PNA-treated and untreated trophozoites at 96 h. Representative
equatonal confocal slices. Top left panel, untreated control; top middle, antisense-treated; top right, scrambled PNA-treated. Bottom left panel,
untreated control; bottom middle, antisense-treated; bottom right, scrambled PNA-treated. Bars arc 10 pm.

8 g
= CP5 ol AP
8] 8
1 C
34 2] ]
i

P
10° 10

Fig. 4. Flow cytometric analysis of cysteine protease 5 (CP5, left) and amoebapore (AP, right) in untreated (U), antisense PNA-treated (AS) and
scrambled PN A-treated (SCR) trophozoites. Note the increase in surface-bound amocebapore in the antisense-PNA treated cultures. 10.000 cells were

counted per sample. Control cells with secondary antibody only (C).

trophozoite can be divided into two distinct regions: the
granular cytosol where the abundant vesicles. vacuoles
and the nucleus (or nuclei) are seen, and the hyaloplas-
mic cytosol which corresponds to the cell periphery and
pseudopodial extensions, highly dynamic but largely
devoid of discernible compartments. As shown in the
accompanying time-resolved microscopy of live tropho-

<oites in motion, the organellar contents ol the granular
cytosol, including the nucleus or nuclei, can be seen as
relatively free and changing relative positions as the cell
deforms and moves. Sec6la was found to be distributed
within the greater part of the volume of the trophozoites.
and the distribution was quite variable between tropho-
zoites. A significant portion of the signal could be
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Table 1

Weight of individual dissected hamster livers after a week of intrapor-
tal injection of PNA-treated trophozoites and controls, and
averages + standard deviation for each group

Treatment Weight of liver (g)

Control Scrambled PNA  Antisense PNA
No PN A4 boost
Hamster 1 10.0 6.1 6.6
Hamster 2 103 5.4 49
Hamster 3 5.8 7.7 7.0
Hamster 4 6.0 15.9 8.3
Average +SD 80+£25 88+48 67+14
Daily PN A boost
Hamster 1 7.2 6.9 8.5
Hamster 2 114 14.3 7.5
Hamster 3 6.3 8.5 53
Hamster 4 8.9 6.0 63
Average = SD 85+22 89+37 69+1.4

detected on the surface of the cells, as evidenced by
immunocytochemistry of non-permeabilized trophozo-
ites. The distribution of the Sec6la signal was neither
homogeneous nor reproducibly clustered, and aggre-
gates and seemingly elongated structures of various sizes
could be easily observed inside the cells, mostly
restricted to the granular portion of the cytosol. This
staining pattern was consistent with that of other mark-
ers tested with specific antibodies from our laboratory,
such as the one for a homologue of a protein disulphide
isomerase (PDI, an ER maker, Manning-Cela et al,,
2003), Erd2 (a Golgi-ERGIC marker, Manning-Cela
ctal, 2003), and a component of the oligosaccharyl-
transferase complex (Eh stt3, itself described as a mem-
brane-bound component of the ER by Gutiérrez et al,,
2000, data not shown). In summary, all ER and Golgi
markers studied to date, by us and others, show very
diffuse patterns and no outward clear gradients from the
nucleus (or nuclei) to the cell periphery.

The distributed and variable pattern obscrved sug-
gests that cell deformation necessary for amoeboid
motion impinges on the distribution of the compart-
ments defined by Sec6la. This stands in sharp contrast
to many of the cells in which cytolocalization of ER
components have been performed, which are rigidly
structured cells (ie, HeLa or yeast), and where ER
detection shows stable perinuclear staining which com-
priscs most of the signal. In the case of the amitochond-
riate G. intestinalis, which exhibits many similarities to
Entamoeba. cell morphology is considerably more
restricted in terms of both shape (simple bilateral sym-
metry), size and number of nuclei. Although Giardia rep-
resents an excellent model of a hypothetically ancestral
secretory pathway, functional relationships between
compartments still require much research. As a very
recent review on the subject reports, “...the molecular
machinery in Giardia appears to be similar to that in

higher cells, but less complex at a molecular leve] and 780
clearly different in its organization.” (Hehl and Marti, 78]
2004). However, at the cellular level, the E. histolviica 782
trophozoite is in many aspects even more rudimentary 783
and heterogeneous than its Giardia equivalent and this 784
seems to be reflected in the subcellular distribution of 785
ER markers. 786

Particularly interesting in this context is the abun- 787
dance of Sec6]a signal at the cell surface of the E. his- 788
tolytica trophozoite. Whether its role is that presumed 789
for Sec6la in mammalian cells, that is, structures await- 790
ing recycling (or possible secretion or shedding?). or 791
whether some protein translocation or other ER-type 792
function occurs at the cell periphery/surface, remains a 793
matter to explore in the future. The small and variable 794
amounts ol Sec61 which was associated to the nuclei 795
could indeed physically couple mRNA export with 796
translation/translocation, but if this were the case it 797
would only be a minor part of the Sec6la which would 798
be “operational” in any particular time, and its colocal- 799
ization with that of the translation machinery and SRP 800
would have to be established. 801

In E. histolytica, the extent to which the persistent 802
cellular deformation, with its concomitant flow of 803
cellular contents and change in relative position of the 804
different subcellular compartments aflfects the vectorial- 805
ity and kinetics of protein traffic is an important issue 806
for future research, and it is likely that its study will 807
expand the present models of directional protein modifi- 808
cation and sorting which presently hardly address these 809

questions. 810
811
4.2. Inhibition by antisense PNA of Sec61 expression 812
813

Inhibition of Sec6la expression in trophozoites 814
resulted in a decreased proliferative capacity of the cells 815
in culture, although no cytotoxic effects could be 816
observed, as even after 96 h of treatment, and with Sec6l 817
levels around 30% of those of the untreated controls. 818
viability was always above 90%. Down-regulation of 819
Sec6la expression and its concomitant eflect on prolifer- 820
ation were specific, as they were not observed in the cul- 821
tures treated with the scrambled PNA which bechaved 822
essentially as the untreated control. The effect on prolit- 823
eration and protein levels was also dose-dependent (data 824
not shown), as we had observed upon PNA-mediated 825
antisense down-regulation of the ERGIC-Golgi marker 826
gene Erd2 (Stock et al, 2001). also described as an essen- 827
tial gene in yeast. The effect is also unlikcly to be the 828
result of non-specific interactions between the PNA and 829
the trophozoite, as in experiments using PNA to down- 830
regulate another gene homologue of later stages of the 831
secretory pathway, FARab8, we observed a specific inhi- 832
bition of expression of around 80% but no decrease in 833
proliferation, and with yet another PNA directed against 834
the Rab8 5’ untranslated region, we saw no inhibition of” 835
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expression and no decrease in proliferation (data not
shown). A recent report of E. histolytica y-tubulin gene
silencing by double-stranded RNA (Vayssié et al., 2004)
showed a decrease in expression of around 60%, quite
comparable to the levels of inhibition attained with anti-
sense PNA reported here and previously (Stock et al,
2001).

4.3. Distribution of CP5 and amoebapore

The distribution of CPS was examined by microscopy
in control and PNA-treated cultures. As permeabiliza-
tion removes the greater part of the CPS signal from the
cell surface, non-permeabilized cells were observed. The
membrane distribution of CP35 is largely unaffected by
the decreased level of Sec6la. These results were con-
firmed by flow cytometric analysis, in which variation in
large populations of cells can be quantitatively studied.
Interestingly, although CP5 levels were mostly
unaffected by antisense PNA treatment, amoebapore
levels were significantly and specifically increased in the
antisense PNA-treated cultures, suggesting that alterna-
tive pathways may be at work and may be activated by
various stimuli and, possibly, when Sec61 levels are low-
ered since the scrambled PNA-treated trophozoites
exhibited a distribution of amoebapore essentially iden-
tical to that of the control cultures. In accordance with
conclusions of Manning-Cela’s study (2003), these alter-
native pathways may not be constitutive and may affect
some cellular processes specifically: in this case, amoeba-
pore but not CP5 transport to the cell surface.

In G. intestinalis, a recent genome-scale study demon-
strated that very few (if any) genes associated to protein
processing and transport were differentially expressed in
a stage-specific manner, suggesting that although gross
morphological changes are observed during encystation,
these are not the consequence of newly or differentially
expressed genes but rather rearrangements of previous
components into new compartment configurations
(Marti et al., 2003b). As pointed out by the authors, this
stands in sharp contrast to, for example, trypanosomes,
in which stage-specific regulation of secretory pathway
genes is clearly demonstrable. If this, or a similar case.
were true in E. Aistolytica, it may be reflected in trans-
port systems of singular robustness, capable of tolerat-
ing significant variations in the levels of key gene
products such as, possibly, the Sec6la subunit, particu-
larly in asynchronous cultures.

4.4. Induction of liver abscess

The objective of this study was to carry out a multi-
level study of the eflfect of down-regulation of the Sec6la
component of the ER, described as essential in the initia-
tion of protein traffic. After studying its distribution in
the cell and various aspects of the response to antisense

PNA in vitro, a series of experiments in vivo were the
logical next step. However, down-regulation of Secé6la
cxpression did not significantly reduce the capacity to
induce, nor the average extension of, liver abscess in
intraportally injected hamsters. This result was surpris-
ing, and although the virulence factors (CP5 and
amoebapore) whose distribution we studied do not
comprise a complete catalog of virulence determinants,

892
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895
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898
899

we did expect some diminished pathogenic capacity of 900

the slowly proliferating antisense PNA-treated tropho-
zoites.

4.5. Concluding remarks

In virulent E. histolytica trophozoites. a significant
decrease In steady-state levels of Sec6la, while slowing
down cell proliferation in vitro, was not significantly
reflected neither in transport of CP5 and amoebapore to
the cell surface nor in their capacity to induce liver
abscess in vivo. These findings can be interpreted in at
least three ways: (1) Assuming an equivalent role for
Sec6la in E. histolytica to that in yeast or mammalian
cells, the secretory pathway initiating with cytosol-to-
ER translocation via the Sec6l-translocon is operating
largely below saturation, thus not being affected by the
decrease of over 70% of Sec6la. This could be inter-
preted as a non-linear dependence of the phenotype
(CP5 and amoebapore transport to the cell surface and
induction of tissue damage) on Sec61 levels. with a seg-
ment ranging from 100% (normal level) to about 30% of
normal in which Sec6! levels do not affect the various
aspects of the phenotype we examined, save duplication
time in vitro. In S. cerevisiae, the SEC61 gene is essential,
and although to our knowledge no reports exist on the
tolerance to the effects of down-regulation, its deletion is
lethal for the cell. In E histolytica, deletion of the
EhSec6la gene is not possible yet, but it remains a possi-
bility that a complete absence of the EhScc6ly genc
product will compromise cellular survival in culture or
in vivo, as it does in yeast, or that stronger suppression
than the one we achieved possibly by transcriptional
silencing, as reported for amoebapore (Bracha et al.,
2003)—-will be reflected phenotypically in terms of pro-
tein mobilization and/or pathogenicity; (2) It is also pos-
sible that E. histolyiica relies less on the Sec6l--
translocon for initiation of transport via de secretory
pathway than model systems—while preserving a “clas-
sical” vesicular transport overall scheme--—and that
alternative, and yet to be characterized. routes have
greater relative contributions to protein traffic. equiva-
lent to the non-SRP-dependent translocation described
in yeast. Indirect support tor this is provided by the
highly disperse and irregular staining pattern of Sec6la
and other ER and Golgi markers, as well as the high
fluidity and variable spatial relationships between intra-
cellular structures stained by the anti-Sec6l antibodies
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and its localization at the cell surface. More functional
studies on the particular roles of gene products of homo-
logues of the secretory pathway will be needed to clarify
this issue; (3) Finally, it is also conceivable that the secre-
tory pathway of E. histolytica 1s itself very different
structurally and kinetically than that of the better
known models, and although the homologous genetic
units exist (such as EASec61 o and others), their activitics
and functions may be substantially different than in
other cell types. This situation has a parallel in the exis-
tence of mitochondrial gene homologues in E. histolytica
(and other amitochondriate parasites) although a bona
fide functional mitochondrion does not exist in this cell
(Tovar et al., 1999).

This last theoretical possibility is, in many ways, bet-
ter suited for addressing several fundamental differences
between the E. histolytica cell and model eukaryotic cells
which are likely to affect the structure and dynamics of
protein sorting. One significant difference is the absence
of a demonstrable microtubular network which in model
eukaryotic cells provide both a structural scaffold and
vectoriality to vesicular transport, which is massively
and reversibly compromised, as many other cellular sub-
systems, by microtubule depolymerizing drugs such as
nocodazole and colchicin. In fact, E. histolytica tubulin
genes are possibly the most divergent of all eukaryotes
(Edlind et al.. 1996; Sanchez et al., 1994), and their tunc-
tionality is still to be established as a microtubular net-
work has only been identified in the nucleus (Vayssié
et al., 2004), and would not be expected to be relevant to
cytoplasmic vesicular traffic.

Another important difference that will have to be
taken into account in studies of protein modification
and traffic in E. histolytica, besides that of its morpho-
logical fluidity, is the relationship between its very
unusual cell cycle and the structure of compartments
such as the ER and Golgi. It has been reported, and is a
well known fact 1o researchers who culture E. hisiolytica,
that nuclear and cellular division (karyo- and cytokine-
sis) are not linked in this cell type, resulting in cultures
which are mixed populations of mono-, bi- and even
polynucleated cells, even if they are clonal (Das and
Lohia. 2002; Lohia, 2003). Additionally, it 1s well-known
and abundantly documented, that in mammalian and
yeast cells the structure of the secretory pathway is
linked to the cell cycle. and that mitosis entails massive
dissolution and restructuration of secretory compart-
ments which spontancously self-organize and re-form in
the daughter cells. In this light. it nuclear and cellular
division arc uncoupled it should be most instructive to
cxplore what kind of a secretory pathway may adapt to
the needs of a cell with different amounts of (asynchro-
nously dividing) nuclel, very variable size (often related
to the number of nuclei) and shape, very underdeveloped
(if present) cytoplasmic microtubular network, and high
flow of intraccllular compartments.

5. Uncited reference

Olivos-Garcia et al. (2003).
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