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RESUMEN

Los procesos de secrecién y trédfico de protefnas en E. histolytica permanecen
hasta la fecha ampliamente inexplorados. A pesar de la aparente falta de diferenciacién
de organelos celulares involucrados en el tréfico de protefnas, este parésito tiene la
capacidad de secretar protefnas al medio externo como proteasas, fosfolipasas y
amibaporo, importantes para la citotoxicidad. Por otro lado, también se han identificado
protefnas de membrana que presentan glicosilacién compleja como la lectina
Gal/GalNAc, involucrada en fenémenos de adherencia. Uno de los avances para el
conocimiento de los procesos de secrecién amibianos consiste en la clonadén y
caracterizacién de genes que codifican para protefnas que juegan un papel clave en la
via del tréfico intracelular y de secrecién. Tal es el caso del gen STT3, una subunidad del
complejo oligosacariltransferasa, responsable de la N-glicosilacién de proteinas en el
reticulo endoplésmico.

La presente tesis describe la clonacién y caracterizacién molecular, as{ como la
localizacién intracelular de la proteina STT3 de E. histolytica. La secuencia nucleotidica
del gen EKSTT3 se aislé a partir de un tamizado de un banco genémico, empleando
como sonda un fragmento del gen EhSTT3 reportado como EST,que se complemento
por el método 3' RACE. Este gen presenta un marco abierto de lectura de 2,163 pb que
codifica para una proteina de 720 aminodcidos con un peso molecular teérico de
82.7kDa. La identidad de la secuencia peptidica de la protefna E#STT3 con sus
homéologos es de 37% a 41%. El andlisis tipo Southern blot sugiere que el genoma de
E. histolytica contiene dos copias del gen EhSTT3 y el estudio Northern blot muestra la
presencia de un solo transcrito de ~2.2 Kb. Los extremos 5 y 3’ no traducidos del ARN
mensajero son extremadamente cortos. Por otro lado, el extremo 5 no traducido
presenta un nucleétido G adicional por lo que el ARN mensajero del gen EFSTT3 podria
ser modificado co-transcripcionalmente por “capping”. Los andlisis de hidropaticidad
de la secuencia de la proteina EhSTT3 indican que se trata de una protefna de
membrana con 12 putativas regiones transmembranales en su estructura. La
distribucién intracelular de la protefna EASTT3 en trofozofitos de E. histolytica se observé
co-localizada en el nicleo el cual, probablemente esté asociado fisicamente a estructuras
involcradas en el proceso de N-glicosilacién y que pueden corresponder a el equivalente

funcional de reticuo endopldsmico.
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L. INTRODUCCION

L1 Secrecion de Proteinas

La secrecion de proteinas, tanto en procariotes como en eucariotes, permite a las
células interaccionar con su medio ambiente. En procariotes, este proceso se lleva a cabo
directamente desde el citoplasma al medio extracelular a través de la membrana
peripldsmica. En contraste, las células eucariotes han desarrollado una via de secrecién
mds compleja que consiste de varios compartimentos membranales ordenados dentro
del citoplasma en los cuales se llevan a cabo diferentes procesos secuenciales como
plegamiento, glicosilacién, reestructuracién de azticares, entre otros, antes de secretar
una determinada proteina [Honda ef al, 1993; Becker et al, 1996). En los afios 70's
George Palade y sus colaboradores formularon los lineamientos generales del
transporte intracelular y de la via de secrecion en células exécrinas de pédncreas de
perro, mencionando la importancia del reticulo endoplésmico (RE) y complejo de Golgi

en la produccién y procesamiento de proteinas destinadas a secrecién [Palade, 1975].

L2 Organizacion General de la Via de Secrecion en Células Eucariotes

La via de trdfico intracelular y secreci6n de proteinas en células eucariotes
involucra las siguientes etapas: 1) conduccién y translocacién de la proteina naciente
que presenta una secuencia sefial a través de la membrana del RE; 2) N-glicosilacién,
plegamiento y oligomerizacién en el lumen del RE; 3) salida del RE hadia el aparato de
Golgi; 4) modificacién en el aparato de Golgi (O-glicosilacién, reestructuracién de
azucares, sulfatacién y fosforilacién); y por tltimo, 5) transporte por medio de vesfculas
desde la red trans Golgi a su sitio de destino, ya sea compartimentos intracelulares o
espacio extracelular [Sakaguchi, 1997]. La figura 1 muestra un esquema general de la

via de tréfico y secrecién de proteinas en células eucariotes.

1.2.1 Translocacién de proteinas a través de la membrana del RE
En células eucariotes, el primer paso en el proceso de secreci6n consiste en
conducir y translocar a la protefna naciente a través de la membrana del RE. La sintesis
de estas protefnas da inicio en ribosomas que se encuentran libres en el citosol.
Posteriormente, se seleccionan por medio de una secuencia sefial, generalmente
presente en su extremo NH,-terminal, que al emerger del ribosoma es reconocida por
un complejo citosélico denominado SRP, un multimero ribonucleoprotefco integrado
1



por una molécula de 7S ARN y seis polipéptidos de 9, 14, 19, 54, 68 y 72kDa,
respectivamente [Walter y Blobel, 1982]. La asociacién entre el SRP y la secuencia sefial
de la proteina naciente detiene o disminuye la velocidad de sintesis de la protefna y, por
lo tanto, incrementa el intervalo de tiempo en el cual el complejo ribosoma-proteina
naciente-SRP pueden contactar la membrana del RE a través del receptor de SRP
[Walter y Blobel, 1981]. Una vez que se da la interaccién entre el SRP y su receptor, el
SRP es liberado al citosol y el complejo ribosoma-protefna naciente es enganchado al
canal de translocacién o “translocon” a través del cual la proteina atraviesa la
membrana del RE [Walter y Johnson, 1994; Crowley et al., 1994].

El canal de translocacién estd integrado, ademds del receptor de SRP, por el
complejo Sec6bl y la proteina de membrana TRAM. Estas protefnas proporcionan un
ambiente cerrado y acuoso através del cual la proteina naciente puede atravesar la
membrana del RE [Johnson y van Waes, 1999]. El complejo Sec61 es un hetero-trimero
integrado por Sec6la, Sec61p y Sec6ly [Gorlich y Rapoport, 1993]. Sorprendentemente,
Sec6la y Sec6ly son similares a las proteinas SecY y SecE de E. coli, respectivamente,
ambas involucadas en la translocacién de protefnas através de la membrana
peripldsmica [Hartmann et al., 1994].

En células de mamffero, la translocacién de protefnas a través de la membrana
del RE es un proceso co-traduccional (acoplado con la sintesis de la proteina). Sin
eﬁbmgo, en Saccharomyces cerevisiae la translocaciéon de protefnas es un proceso que
puede ser tanto co-traduccional como post-traduccional (la sintesis de la protefna
termina en el citoplasma antes de ser enganchada a la maquinaria de translocacién)
[Corsi y Schekman, 1996].

1.2.2 Modificacién y plegamiento de proteinas en el lumen del RE

Durante su translocacién, la proteina naciente interacciona con protefnas
residentes del RE que le ayudan a adquirir su conformacién apropiada
[Sakaguchi, 1997]. La protefna BIP, un miembro de la familia HSP70, adem4s de ser un
componente esencial de la maquinaria de translocacién, se une a la proteina naciente
para evitar su plegamiento prematuro y/o agregacién intra- o intermolecular [Gething
M, 1999]; la secuencia sefial es procesada por una peptidasa de sefial [Lyko et al., 1995];

la enzima PDI participa en el plegamiento de proteinas catalizando la formacién de
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puentes disulfuro [Marcus et al, 1996]; y por dltimo, el complejo hetero-oligomérico
oligosacariltransferasa (OSTasa) participa en la transferencia de oligosacdridos a la
protefna naciente a ftravés de un mecanismo denominado N-glicosilacién
[Kornfeld et al., 1985]). En conjunto, estas proteinas conforman un sistema de control de
calidad del RE, asegurdndose de que proteinas plegadas incorrectamente permanezcan
en el RE unidas a Calnexina y/o Calreticulina y evitar asi, que sean transportadas al
aparato de Golgi [Ellgaard et al., 1999].

1.2.3 Transporte y maduracion de proteinas a través del aparato de Golgi

Una vez que las proteinas han sido plegadas y ensambladas correctamente en el
lumen del RE, son transportadas por medio de vesiculas al aparato de Golgi para su
maduracién y distribucién. El primer paso se lleva a cabo por vesiculas que se originan
de regiones especializadas del RE, denominadas “elementos de transicién”
[Pelham, 1998], que se fusionan con la cisterna cis del aparato de Golgi. El tréfico
vesicular anterégrado entre el RE y el cis Golgi se lleva a cabo por vesiculas cubiertas
por el complejo proteico COPII {Barlowe et al., 1994). Por otro lado, el tréfico vesicular
retrégrado entre estos dos compartimentos se realiza por vesifculas tipo COPI, con el fin
de reciclar componentes de la maquinaria de sintesis y transporte hacia el RE
[Bannykh ef al,, 1998; Martinez-Mendrguez et al.,, 1999]. Posteriormente, las proteinas
viajan, por medio de vesiculas, desde la cisterna cis hacdia la dsterna media hasta llegar a
la cisterna frans, en donde alcanzan su estado de maduracién final. El movimiento
vesicular entre las cisternas del Golgi involucra moviento de vesiculas tipo COPI en
ambas direcciones (Fig. 1). Dentro de las modificaciones mds importantes que tienen
lugar en las distintas cisternas del aparato de Golgi se encuentran la O-glicosilacién
[Tooze et al., 1988], reestructuracién de azhcares {Kornfeld ef al., 1985], sulfatacién y
fosforilacién [Nickel ef al., 1998). Las enzimas que participan en estos procesos estan
localizadas en las distintas cisternas del Golgi en un orden que corresponde a su
secuencia de accién; por lo tanto, el aparato de Golgi puede verse como una linea de
ensamblaje para la produccién de proteinas correctamente glicosiladas, siendo el trans
Colei en donde alcanzan st
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1.2.4 Transporte de proteinas a compartimentos intracelulares y membrana
plasmatica

El proceso de distribucién de protefnas a partir de la red trans Golgi se vuelve
mds complicado debido a la multitud de destinos celulares que se tienen que cubrir. Las
proteinas destinadas a la membrana plasmética son transportadas en vesiculas que se
forman constitutivamente; mientras que, las protefnas destinadas a endosomas o
lisosomas se acumulan en regiones que expresan el adaptador clatrina [Mellman y
Warren, 2000]. Por otro lado, las protefnas que forman parte de la via de secrecién
regulada son secuestradas en grandes vesiculas que generan los granulos de secrecién
densos caracteristicos de algunas células exécrinas como las células acinares del
pancreas. La formacién de estos granulos densos es una manera eficiente de concentrar

y almacenar proteinas secretorias antes de ser secretadas (Fig. 1) [Ordi et al., 1984].

Reticulo
Endoplismico

Fig. 1. Esquema general de la via de trafico intracelular y secrecién en células eucariotes.



1.3 Glicosilacién de Proteinas

La glicosilacion de protefnas destinadas a la via de tréfico intracelular y de
secrecion se lleva a cabo por un proceso co- y post-traduccional altamente conservado.
En células eucariotes, estas proteinas se convierten en glicoprotefnas por la adicién
covalente de oligosacdridos tanto en el reticulo endopldsmico (N-glicosilacién: cuando
el oligosacarido estd ligado a la protefna a través de una asparagina) como en el aparato
de Golgi (O-glicosilacién: cuando el oligosacdrido estd ligado a la proteina a través de
una serina o treonina) [Kukuruzinska et al., 1987].

1.3.1 Sintesis de N-Glicoproteinas en el RE

La via de N-glicosilacién en células eucariotes puede dividirse en dos etapas:
1) la sintesis del oligosacarido sobre un portador lipidico en la membrana del RE y 2) la
transferencia del oligosacdrido, como unidad, del portador lipidico a la proteina
naciente sobre residuos seleccionados de Asp [Burda y Aebi, 1999]. Las figuras2y 3
muestran cada una de las etapas involucradas en la sintesis de N-glicoproteinas en
el RE.

L3.1.1 Sintesis del oligosacarido ligado a un portador lipidico

1.3.1.1.1 Uso de dolicol como portador en la sintesis del oligosacarido

La sintesis o ensamblaje del precursor oligosacarido da inicio sobre un portador
lipidico denominado Dolicol (Dol), presente en la membrana del RE. Dolicol es un
lipido que pertenece a la familia de poli-isoprenoles y consta de 18 a 20 unidades de
isopreno en vertebrados y 15 a 16 unidades en levadura [Hubbard e Ivatt, 1981]. Este
portador actiia como acarreador en el ensamblaje del oligosacdrido y como aceptor de
monoémeros de aziicar para la sintesis de dolicol fosfato manosa (Dol-P-Man) y dolicol
fosfato glucosa (Dol-P-Glc) a partir de guanosil difosfato-manosa (GDP-Man) y uridil
difosfato-glucosa (UDP-GIc), respectivamente (Fig. 2) [Hubbard e Ivatt, 1981). Para dar
inicio al ensamblaje del oligosacérido se requiere de dolicol fosfato (Dol-P); para ello, el
portador lipidico es fosforilado por una dolicol cinasa dependiente de CTP o también
puede ser producto de varias reacciones enzimdticas que permiten el reciclaje de esta
molécula [Hubbard e Ivatt, 1981; Burda y Aebi, 1999].



1.3.1.1.2 Donadores de GIcNAc, Man y Glc en el ensamblaje del oligosacirido
Para llevar a cabo el ensamblaje del oligosacérido se requiere de tres nuclestidos

donadores de azticares: UDP-N-acetilglucosamina (UDP-GlcNAc), GDP-manosa (GDP-
Man) y UDP-glucosa (UDP-Glc) (Fig. 2) [Burda y Aebi, 1999]. Estos nucle6tidos
activados funcionan como donadores de aziicares en reacciones citopldsmicas o para la
sintesis de Dol-P-Glc y Dol-P-Man {Burda y Aebi, 1999]. Dol-P-Glc se forma por
transferencia de glucosa de UDP-Glc a Dol-P, reaccién catalizada por la enzima Dol-P-
Glc sintasa [te Heesen et al.,, 1994]. Por otro lado, Dol-P-Man se genera a partir de la
transferencia de manosa de GDP-Man a Dol-P, reaccién que se lleva a cabo por la
enzima dolicol fosfato manosa sintasa (DPMS) [Orlean et al., 1988]. Tanto el Dol-P-Glc
como Dol-P-Man giran hacia al lumen del RE (“flip-flop”), para llevar a cabo su funcién
en la dltima etapa del ensamblaje (Fig. 2) [Hirschberg y Snider, 1987].

1.3.1.1.3 Ensamblaje del oligosacarido ligado a Dol-P

En células de levadura, el primer paso en el ensamblaje del oligosacérido ligado
a dolicol sucede en el RE sobre su superficie citopldsmica, e involucra la sintesis de Dol-
P-P-GIcNAG, por la adicién secuencial de GlcNAc-1-P (N-acetil-glucosamina-1-fosfato)
y GIcNAc a Dol-P, a partir del donador UDP-GIcNAc (Fig. 2) [Abeijon y Hirschberg,
1992]. Las enzimas que participan en la transferencia se denominan N-acetil-
glucosamina-1-fosfato transferasa (GPT) y N-acetil-glucosamina transferasa (GT),
respectivamente [Burda y Aebi, 1999}]. La primera de estas enzimas se inhibe
especificamente por el antibiético tunicamicina (Fig. 2) [Hubbard e Ivatt, 1981].

La siguiente etapa en el proceso de N-glicosilacién es la sintesis de Dol-P-P-
GlcNAc,Man,, y se lleva a cabo por manosilacién escalonada de Dol-P-P-GlcNAc,, en
donde GDP-Man es el donador de la manosa {Hirschberg y Snider, 1987]. Antes de
proseguir, el precursor oligosacdrido gira hacia el lumen del RE (“flip-flop”) para
continuar con la manosilacién y obtener Dol-P-P-GleNAc,Man, (Fig. 2) [Hubbard e
Ivatt, 1981; Abeijon y Hirschberg, 1992]. En el caso de las tltimas cuatro reacciones de
manosilacién, el donador de manosa ya no es GDP-Man sino Dol-P-Man dado que los
nucleStidos donadores de azicar no pueden girar hacia el lumen del RE [Perez y
Hirschberg, 1986]. La enzima $-1,4 manosiltransferasa, producto del gen ALG], y la
enzima producto del gen ALG2, son las responsables de transferir el primero y segundo
residuo de manosa, respectivamente [Kukuruzinska ef al., 1987]. Por otro lado, las
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siguientes reacciones de manosilacién se llevan a cabo por enzimas que estdn siendo
caracterizadas [Burda y Aebi, 1999].

Para finalizar, el precursor oligosacdrido es glicosilado para obtener como
producto final Dol-P-P-GleNAc,Man,Glc; (Fig. 2). En esta tltima etapa de ensamblaje,
Dol-P-Glc es el donador de los tres monémeros de glucosa y al igual que Dol-P-Man,
tiene que girar hacia el lumen del RE. Las enzimas que realizan la transferencia de los
monémeros de glucosa son producto de los genes ALG6, ALGS y ALGI0,
respectivamente [Burda y Aebi, 1999].

b
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Fig. 2. Sintesis del precursor oligosacérido GleNAc,Man Glc, sobre el portador lipidico dolicol enla

membrana del RE.



1.3.1.2 Transferencia del oligosacarido del portador lipidico a la proteina
naciente en el lumen del RE

La segunda etapa en el proceso de N-glicosilacién se Hleva a cabo por la enzima
oligosacariltransferasa (OSTasa). Esta enzima es responsable de catalizar la
transferencia en bloque del grupo oligosacdrido rico en manosa (GlcNAc,Man,Glc,) del
portador lipidico a un residuo seleccionado de Asn que se encuentra dentro de la
secuencia consenso Asn-X-Ser/Thr de la proteina naciente en el lumen del RE (Fig. 3).
Un gran nidmero de aminodcidos pueden ocupar la posicién X excepto Prolina, cuya
posicién en X no favorece el reconodmiento por la enzima OSTasa [Marshall,1972].
Estudios realizados con polipéptidos modelo han demostrado que los sitios funcionales
de N-glicosilacién se localizan principalmente en curvaturas tipo Asn (una
conformacién local similar a las curvaturas B) [Imperiali et al., 1992}.

Citosol
Membrana RE—p
Polipéptido
naciente
Lumen Asn
NH,
| Bl N-acetylglucosamina i
NH,
. Manocsa
Oligosacérido
€ Glucosa ligado a lipido

Fig. 3. N-glicosilacién. La enzima oligosacariltransferasa (OSTasa), presente en la
membrana del RE, lleva a cabo la transferencia del precursor oligosacérido
(GleNAc,Man,Glc,) del protador lipidico a la proteina naciente dentro de la

secuencia consenso Ans-X-Ser/Thr.



1.3.1.2.1 Enzima Oligosacariltransferasa

La enzima oligosacariltransferasa de células de levadura es un complejo hetero-
oligomérico integrado por 9 subunidades, presentes en la membrana del RE, que
presentan un alto grado de conservacién estructural a lo largo de la evolucién [WBP1,
SWP1, OST2, OST1, OSTS, STT3, OST3, OST4 y OST6] (Fig. 4) [Kanauer y Lehle, 1999].
Estudios de co-inmunoprecipitacién han revelado que estas subunidades se encuentran
organizadas en tres subcomplejos que corresponden a: WBPI-SWP1-OST2
[te Hessen et al., 1993; Silberstein et al,, 1995], OST1-OST5 [Reiss et al., 1997] y STT3-
OST3-O5T4 [Zufferey et al., 1995; Spiring et al., 1997; Karaoglu et al., 1997]. Hasta la
fecha resulta dificil explicar el porqué esta enzima requiere de varias subunidades
distintas para llevar a cabo su actividad 6ptima. Por otro lado, el estudio de este
complejo ha sido complicado dada la complejidad de su ambiente y a la multiplicidad
de subunidades que lo integran.
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1.3.1.2.1.1 Proteina STT3

El gen que codifica para la proteina STT3 se identific6 por primera vez en
mutantes de levadura sensibles a la temperatura y a estaurosporina; este tltimo, un
potente inhibidor de la proteina cinasa C (PKC1) [Yoshida et al., 1992]. Posteriomente, se
demostré que la proteina STT3 estd involucrada en la N-glicosilacién de proteinas
[Yoshida et al., 1995). El gen STT3 de levadura es esencial y codifica para una protefna
de membrana de RE cuyo peso molecular es de 78 kDa [Yoshida et al., 1992]. El andlisis
de la secuencia polipeptidica indica que se trata de una protefna que presenta en su
estructura 12 regiones transmembranales, tres sitios potenciales de N-glicosilacién y un
extremo COOH-terminal hidrofilico que abarca la tercera parte de la proteina y estd
orientado hacia el lumen del RE (Fig. 4) [Yoshida et al., 1992; Zufferey ef al., 1995].
Actualmente, se sabe que la proteina STT3 es un componente esencial del complejo
OSTasa que no se habia detectado inicialmente en ninguno de los complejos aislados
debido a que presenta una movilidad anémala en gel, ya que migra como una banda
difusa de 60 kDa y se tifie debilmente con azil de Commassie o plata [Karaoglu et al.,
1997; Spiring et al., 1997]. La proteina STT3 es necesaria para la estabilidad y/o
ensamblaje del compiejo OSTasa y ademds, es el componente més conservado del

mismo en células eucariotes [Zufferey ef al., 1995].
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L4 Aspectos Generales de Entamoeba histolytica

1.4.1 Importancia de Entamoeba histolytica como patégeno

Entamoeba histolytica es el agente etiol6gico de la amibiasis en humanos. A nivel
mundial, la amibiasis se considera la tercera causa de muerte provocada por parésitos,
después de la malaria y la esquistosomiasis. Se estima que alrededor de 500 millones de
personas en todo el mundo estdn infectadas, de las cuales s6lo el 10% son sintométicos,
presentando principalmente disenteria amibiana como consecuencia de la invasién de
la mucosa intestinal por trofozoitos de E. histolytica [Walsh, 1986]. En ocasiones, el
parésito puede llegar a diseminarse via sanguinea causando lesiones extraintestinales
de tipo absceso hepdtico amibiano. En México, al menos un millon de casos de
amibiasis y més de 1,000 muertes son reportadas anualmente [Caballero-Salcedo et al.,
1994).

1.4.2 Ciclo de vida

El ciclo de vida de Entamoeba histolytica comprende cuatro estadios consecutivos:
prequiste, quiste, metaquiste y trofozoito. La investigacién sobre el ciclo biolégico de
E. histolytica se ha centrado con mayor interés tanto en el trofozoito (forma invasora)
como en el quiste (forma infectiva), ya que ambos son los principales responsables del

cuadro clinico.

La infeccién con E. histolytica se produce por ingestién de quistes maduros a
través del agua y alimentos contaminados. Posteriormente, los quistes descienden a
través del tubo digestivo hasta el intestino delgado en donde, previo al contacto con los
jugos gdstricos, se inicia el proceso de desenquistamiento, dando lugar a un trofozoito
tetranucleado. En este estadio, la amiba lleva a cabo un ciclo de replicacién nucdlear
seguida de tres ciclos de divisi6n celular, dando origen a 8 trofozoitos mononucleados,
potencialmente invasivos. Cuando las condiciones de su ambiente no le son propicias,
los trofozoitos pasan pronto a la etapa de prequiste, cuya maduracién involucra dos
ciclos de replicacién nuclear sin divisién celular, quedando al final del ciclo un quiste
maduro tetranudeado protegido por una pared rigida rica en quitina. Por ultimo, los
quistes son excretados junto con las heces y pueden sobrevivir durante varias semanas
en el exterior si la temperatura se encuentra entre los 28 y 34°C (Fig. 5) [Martinez-
Palomo, 1993].
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Fig. 5. Ciclo de vida de Entamoeba histolytica.

1.4.3 Estructura celular

Entamoeba histolytica es, al parecer, uno de los organismos eucariotes mds
primitivos con una organizacién celular sencilla. La forma invasora y mévil de este
parisito, el trofozoito, es una célula altamente dindmica y pleomérfica cuyo didmetro se
encuentra entre los 10 y 60 uym. El citoplasma del trofozoito puede ser descrito mds por
los organelos de los que carece, que por los que presenta. No hay evidencia morfol6gica
de algunas estructuras tipicas presentes en eucariotes superiores como: citoesqueleto
estructurado, mitocondrias, peroxisomas y un sistema equivalente al reticulo
endopldsmico y aparato de Golgi. Por otro lado, una proporcién considerable del
citoplasma del trofozoito estd ocupada por una poblacién heterogénea de vesiculas y
vacuolas con didmetros gue van desde los 0.5 um hasta los 9 um [Martinez-Palomo,
1986]. El niicleo de la amiba es de 3.5 ym de didmetro y el niimero de niicleos por célula
puede variar de 1 a 4, dependiendo del estadio celular. La divisién nuclear ocurre por

mitésis cerrada, ya que la membrana nuclear no se fragmenta. Los lisosomas difieren de
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las células eucariotes tipicas en que las enzimas no se encuentran de forma soluble, sino
que son parte integral de la membrana [Martinez-Palomo, 1982]. Los ribosomas se

encuentran agrupados con frecuencia en ctiimulos helicoidales.

El quiste o forma infectiva, es un cuerpo redondo de paredes gruesas que mide
entre 8 y 20 um de didmetro. La pared de los quistes es rica en quitina y estd compuesta
por elementos fibrilares que forman una red compacta [Martinez-Palomo, 1986].

1.4.4 Caracteristicas bioquimicas

El metabolismo de Entamoeba histolytica, tal y como podria esperarse, estd
adaptado a un ambiente bajo en oxigeno. Es un organismo aerobio facultativo capaz de
crecer en atmésferas que contienen hasta 5% de oxigeno [Martinez-Palomo,1982]. Los
carbohidratos constituyen la principal fuente de energfa del pardsito. El catabolismo de
la glucosa en la amiba, carente de mitocondria, difiere considerablemente del de ia
mayorfa de las células eucariotes, ya que posee enzimas glicoliticas poco usuales y
carece de citocromos y del ciclo de 4cido citrico. Una adaptacién poco comiin es la
funcién de pirofosfato inorganico, generalmente considerado un producto final del
metabolismo, como fuente de energfa, reemplazando al ATP en varias reacciones
glicolfticas [Martinez-Palomo, 1986]. El andlisis de los lipidos membranales ha mostrado
el predominio de la etanolamina sobre la colina. Se ha encontrado un fosfolipido poco
comun, la ceramida aminoetil fosfonato y abundante fosfatidilcolina. También se han
detectado por lo menos 12 glicoproteinas principales con pesos moleculares entre 12,000
y 200,000 kDa [Aley et al., 1980].

1.4.5 Organizacion genémica

A pesar de su importancia médica, poco se conoce sobre la organizacién
genémica de Entamoeba histolytica. Algunos datos muestran que su cromatina estd
organizada en particulas similares a nucleosomas, condensados por protefnas de unién
a ADN que difieren de las histonas tipicas [Torres-Guerrero et al, 1991]. Se ha
encontrado que el ADN genémico de E. histolytica estd organizado en cromosomas cuyo
tamario varia entre 300 y 2,000 Kb [Valdés ef al., 1990]. El tamario del genoma se calcula
que es de aproximadamente 3.7 x 10° pb [Geldermanetal, 1971; Bhattacharya
et al., 2000]. El cantenido de G + C en el genéma de E. histolytica es de 25% [Gelderman

et al, 1971]. En secuencias codificantes, el contenido de G + C es de 33%, con una
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preferencia de uso de codones con A/T en la tercera posicién [Char y Fahthing, 1992;
Tannich y Horstmann, 1992]. Una comparacién entre ADN complementario y
secuencias gendémicas revelan la existencia de pocos intrones (3%), con un tamafio
menor a los 100 nucledtidos y con todos los elementos encontrados en eucariotes
superiores [Lohia y Samuelson, 1993; Urban ef al., 1996; Plaimauer et al., 1993]. Las
regiones 5 y 3’ no codificantes de los RNA mensajeros son relativamente cortas
[Bruchhaus ef al., 1993]. Los ARN ribosomales estdn codificados en secuencias
extracromosomales circulares de 24.5 Kb, de las cuales existen aproximadamente
200 copias por célula [Bhattacharya et al., 1989; Hubber et al.,, 1989]. El nimero de

cromosomas y la ploidia de E. histolytica no han sido determinados con exactitud.

1.4.6 Mecanismos de patogenicidad

Entamoeba histolytica es un pardsito que debe su nombre a su capacidad de
destruir tejidos. El efecto patégeno de E. histolytica incluye varios factores de virulencia
como: adhesién de los trofozoitos a las células blanco, actividad citolitica y fagocitosis.
La adhesi6n de los trofozoitos a las células blanco ocurre principalmente por medio de
la lectina de superficie de 170 kDa que se une a residuos terminales de Gal-GalNAc de
glicoprotefnas presentes en la superficie de la célula blanco [Petri et al., 1989]. Otras
moléculas involucradas en la adhesién del trofozoito incluyen una lectina de 220 kDa
[Rosales-Encina et al., 1987], una adhesina de 112 kDa [Arroyo y Orozco, 1987] y un
lipofosfoglicano [Stanley et al., 1992]. Una vez que los trofozoitos de E. histolytica
establecieron contacto directo con la célula blanco, se lleva a cabo un segundo evento de
patogenicidad que incluye la secrecién de mediadores liticos como péptidos formadores
de poro o amibaporo [Leippe et al, 1991}, cistefn proteasas [Que y Reed, 2000],
fosfolipasa A [Long-Krug et al., 1985] y colagenasa [Muitoz et al., 1982]. Por dltimo,
E. histolytica fagocita a las células previamente lisadas y degrada cada uno de los
componentes orgdnicos ingeridos por medio de potentes enzimas hidroliticas

localizadas en las vacuolas citopldsmicas de los trofozoitos [Martinez-Palomo, 1986].

1.4.7 Entamoeba histolytica como modelo de estudio de la via de secrecién
A pesar de que en E. histolytica no se han identificado los equivalentes
funcionales del retfculo endopldsmico ni aparato de Golgi, estd bien documentado que
este pardsito tiene una gran capacidad de modificar y secretar proteinas, de lo que
depende, en gran medida, la patogenicidad y otros fenémenos vitales de este
14



protozoario. En los dltimos afios se han realizado diversos estudios para determinar el
equivalente funcional de reticulo endoplésmico y aparato de Golgi en E. histolytica. Se
han llevado a cabo anélisis citoquimicos con DIOC6 y C6-NBD-ceramida que tifien RE y
Golgi, respectivamente [Mazzuco et al., 1997]. Por otro lado, se han determinado
actividades enzimdticas de glicosilacién como GPT (N-acetil-glucosamina-1P-
transferasa), GT (N-acetil-glucosamina-transferasa) [Vargas-Rodriguez et al., 1998] y
DPMS (dolicol fosfato manosa sintasa) [Villagémez-Castro et al., 1998]. En el laboratorio
del Dr. Alagén se han clonado y caracterizado varios genes que codifican para proteinas
que juegan un papel clave en la via de trfico intracelular y secrecién de proteinas en
células eucariotes como: ERD2, un receptor del cis-Golgi que participa en el transporte
retrégrado de protefnas hacia el RE [Sdnchez-Lépez ef al., 1998]; SRP54, componente del
complejo SRP que participa en el mecanismo de reconocimiento de la secuencia sefial
[Ramos et al., 1997]; BIP, una proteina residente del RE que funciona como chaperona en
el plegamiento de polipéptidos nacientes [Gosh et al., 1999]; PDI, una enzima que
cataliza la formacién de puentes disulfuro en el lumen del RE [Ramos et al., 2000];
Sec6la, un componente del canal de translocacién [Sanchez-Lépez et al.,, 2000]; y por
ultimo, Rab8, una GTPasa de bajo peso molecular involucrada en el tréfico vesicular
[Judrez et al., 2000]. En conjunto, los estudios realizados hasta el momento sugieren la
presencia de equivalentes funcionales al RE y aparato de Golgi en E. histolytica. Por lo
tanto, la clonacién y caracterizacién del gen STT3 de E. histolytica, una subunidad del
complejo oligosacariltransferasa, nos permitird contribuir en la determinacién de los
equivalentes funcionales de RE, involucrado en la N-glicosilacién de proteinas en

células eucariotes.
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IL. OBJETIVOS
I1.1 Objetivo General

IL.11

Clonar, expresar y caracterizar el gen que codifica para la proteina STT3 de

Entamoeba histolytica y determinar su localizacién intracelular en el estadio de trofozoito.

I1.2 Objetivos Particulares

I1.2.1
2.2

2.3

11.2.4

I1.2.5

I1.2.6

I1.2.7
I1.2.8

Aislar y secuenciar el gen que codifica para la proteina STT3 de E. histolytica.
Realizar un andlisis comparativo entre la secuencia obtenida y secuencias
homélogas a STT3.

Determinar el ntimero de copias del gen STI3 presentes en el genoma de
E. histolytica.

Caracterizar el tamafio del transcrito y las regiones no traducidas del gen
EKSTTS3.

Expresar y purificar la protefna EnSTT3 recombinante.

Obtener y purificar los anticuerpos policlonales anti-EkSTT3.

Caracterizar los anticuerpos policlonales anti-ERSTT3.

Determinar la localizacién intracelular de 1a proteina STT3 en trofozoitos de

E. histolytica.
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III. MATERIALES Y METODOS

I11.1 Células empleadas y Condiciones de cultivo

La cepa XL1-Blue MRF’ de E.coli (Stratagene) se utiliz6 en el tamizado del banco
gendémico para la infeccién con el bacteriofago A, asf como para la expresién de la
proteina recombinante. El cultivo celular de esta cepa se llevé a cabo a 37°C en medio

LB (Luria-Bertani) sélido o liquido segtin sea el caso.

Para la caracterizacién de los anticuerpos anti-ERSTT3 y citolocalizacién de la
proteina STT3 se utilizaron trofozoitos de la cepa HK9 de E. histolytica cultivados en
medio TY1-5-33 a 37°C bajo condiciones axénicas [Diamond et al., 1978].

I11.2 Obtencidn de la Secuencia Genémica que Codifica para la Proteina
ST13 de Entamoeba histolytica

H1.2.1 Radiomarcaje de ADN

Para llevar a cabo el marcaje radioactivo de sondas de ADN se utiliz6 el estuche
comercial Random Primer Extension Labeling System (NEN Life Science Products).
Para cada reaccién se utilizaron entre 25 y 50 ng de ADN que se marcé de acuerdo a las

instrucciones del proveedor con a®P-[dCTP].

La marca radioactiva no incorporada se eliminé usando una columna de Sefadex
G-50 (SIGMA) y la incorporacién de la misma al ADN se cuantific6 mediante el cdlculo
de la actividad especifica expresada en cpm/ug de ADN.

I11.2.2 Tamizado del banco genémico de E. histolytica

El banco genémico de E. histolytica HM1:IMSS que empleamos en este trabajo fue
proporcionado por el Dr. Ruy Pérez Monfort del Instituto de Fisiologfa Celular-UNAM
[Pérez-Monfort y Saavedra-Lira, 1994]. Este banco se construy6 a partir de fragmentos
de ADN gen6mico de E. histolytica generados por digestién con la enzima EcoRI y

clonados en el sitio correspondiente del fago AZAPIL (Stratagene).

Para realizar el tamizado se infectaron 600 ul de células XL1-Blue MRF’
(Ae=06-08) con 100 pl de fagos a 25x10°ufp/ml durante 15Smin a 37°C.

17



Inmediatamente, se les adicionaron 6 ml de medio NZY-agar suave y se virtieron sobre
cajas Petri que se incubaron a 37°C durante 12 hrs. Las placas de lisis generadas se
transfirieron, por duplicado, a membranas de nitrocelulosa (Bio-Rad) con un tiempo de
2 y 4 min, respectivamente. Posteriormente, cada membrana se traté durante 2 min con
la solucién de desnaturalizacién [1.5 M NaCl, 0.5 N NaOH], seguidos de 5 min con la
solucién de neutralizacién {1.5 M NaCl, 0.5 M Tris-HCl (pH 7.5)] y por tltimo, 30 seg en
la solucién de lavado [0.2 M Tris-HCl (pH 7.5)-2X SSC]. Por dltimo, el ADN de las

placas de lisis se fij6 a la membrana durante 2 hrs con vacio a 80°C.

Para continuar con la identificacién de las clonas de interés, la membrana se pre-
hibridé6 en 30 ml de la solucién de hibridacién [50% formamida, 1X Denhardt’s, 5X SSC,
1M NaH,PO, (pH 6.5), 1% SDS] a 42°C durante 16 hrs. Posteriormente, se hibridé con la
sonda radioactiva (3.2x105 cpm/ml) y ADN de esperma de salmén (100 mg/ml),
previamente desnaturalizados, en 20mi de solucién de hibridacién fresca a 42°C
durante 16 hrs. Para finalizar, cada filtro se lavé durante 30 min con la solucién 2X SET
[50 mM NaCl, 3 mM Tris-HCl (pH 7.4), 0.2 mM EDTA] a temperatura ambiente,
seguido de tres lavados de 1 hr con 2X SETS [2X SET, 1% SDS] y un lavado de alta
astringencia con 2X SETS a 50°C. Por altimo, los filtros fueron expuestos a peliculas
sensibles (Kodak) por un periodo de 10 dias y se revelaron de acuerdo a las
instrucciones del proveedor. Las posibles clonas positivas identificadas se sometieron a

un segundo tamizado con el fin de eliminar los falsos positivos.

I11.2.3 Escicion del fagémido pBluescript a partir del fago AZAPII

La escisién del fagémido que contiene el inserto de interés se llevé a cabo
inoculando la cepa E. coli XLOLR en medio NZY y XL1-Blue MRF' en medio LB
suplemetado con 0.2% maltosa y 10 mM MgSO,. Ambos cultivos se crecieron durante
12 hrs a 37°C con agitacién. Se infectaron 200 ul de células XL1-Blue MRF’ (A, = 1.0)
con 250 ul de fagos positivos (1x10° particulas de fagos) en presencia de 1 ul del fago
“helper” ExAssist (1x10° ufp/ul) durante 15 min a 37°C. Posteriormente, se les
adicionaron 3 ml de medio NZY y se incubaron a 37°C durante 3 hrs. Al terminé de la
incubacién, se calent6 el tubo a 70°C durante 20 min y se centrifugé 15 min a 3,000 rpm,
recuperando en el sobrenadante el fagémido pBluescript-inserto escindido y empacado
como particulas de fago filamentoso.
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Para sembrar los fagémidos escindidos, se incubaron 200 ul de células XLOLR
con 100 ul y 10 ul de fagémidos escindidos, respectivamente, durante 15 min a 37°C.
Posteriormente, se adicionaron 300 ul de medio NZY y se incubaron a 37°C durante
45 min. Por dltimo, se plaquearon 0.1 ul y 1 ul en cajas LB- ampicilina y se incubaron
por 12 hrs.

II1.3 Secuenciacién de ADN

La secuenciaci6n de ADN se llevé a cabo en un secuenciador automético
ABI Prism (Perkin-Elmer) utilizando los oligonucle6tidos universales SK, KS, FW, RV,
T4 y T7, asf como oligonucle6tidos especificos para el gen STT3 de E. histolytica.

I11.4 Andlisis de Secuencias e Imdgenes

* Para analizar secuencias de ADN:

Las secuencias que se obtuvieron se analizaron en los programas Sequencing
Project y DNA Aligment del paquete GeneWorks 2.5.1 (Intelligenetics, Inc.) para Mac y
el Programa CODONPREFERENCE del paquete GCG para Unix.

* Disefio de Oligonucledtidos:

El disefio de los oligonucleétidos se llev6 a cabo con ayuda del programa OLIGO
4.03 (National Biosciences, Inc.) para Mac.

* Traduccién de la secuencia nucleotidica y andlisis de la secuencia polipeptidica:

La secuencia nucleotidica que se obtuvo se tradujo en el programa translate del
paquete GeneWorks 2.5.1 y el andlisis de la secuencia polipeptidica se realizé en la
secci6n Proteomic tools del servidor ExPASy (Expert Protein Analysis System,
www.expasy.ch).

* Andlisis de homologias y alineamientos:

La bisqueda de homologfas en bases de datos se realizé usando el programa BLAST
en el servidor NCBI (National Center for Biotechnology Information). El alineamiento
de las secuencias se llevé a cabo en el programa Protein Aligment del paquete
GeneWorks. La matriz de identidades y similitudes se obtuvo empleando el programa
ClustalX 1.81 para Mac y visualizada con ¢l programa MaxBoxshade 2.15.
= Andlisis hidropético de la secuencia polipeptidica:

El anélisis hidropético de la proteina se llevé a cabo en la seccién Proteomic tools del
servidor ExXPASy y en el programa Hydropathy profile del paquete GeneWorks.
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* Andlisis y procesamiento de imégenes:

La reconstruccién volumétrica de los planos confocales se llevé a cabo en el
programa Voxel View 2.5 (Vital Images) para Silicon Grafics. El andlisis de las imé&genes
se realiz6 en los programas NIH Image 1.62 y Adobe Photoshop 2.5.

II1.5 Amplificacion Rdpida del Extremo 3’ de ADN Complementario
(3’ RACE)

IIL.5.1 Sintesis de ADN complemenario

Para realizar la sintesis de ADN complementario se utilizaron 500 ng de ARN
poli A(+) de E. histolytica. La retrotranscripcién se llevé a cabo utilizando 200 U de la
enzima SuperScript II RT (Gibco-BRL) en una mezcla de reaccién que incluye 10 pmoles
del oligonucleétido AP (ver apéndice), 10 mM de deoxinudleétidos, 25 mM de MgCl,,
0.1 M de DTT, 0.2 M Tris-HCl (pH 84) y 0.5 M KCl en un voliimen final de 20 pl. La
reaccion se realizé durante 15 min a 42°C. Posteriormente, la enzima se inactivé a 70°C
por 15 min y luego, el ARN de las moléculas hibridas se digirié con 1 U de la enzima
Ribonucleasa H (Gibco BRL) durante 20 min a 37°C.

I11.5.2 Amplificacién del extremo 3’ de ADN complementario

Para amplificar el extremo 3’ del transcrito del gen EhSTT3 se realizé un PCR a
partir de 2 ul del ADN complementario junto con 10 pmoles del oligonucleétido AUAP-
B y 10 pmoles del oligonucleétido STT3.1s (ver apéndice). La amplificacién se realiz6
mediante 1 ciclo de 1 min a 94°C, 30 ciclos de 1 min a 94°C, 2 min a 42°C, 3min a 72°C y
por tltimo, 1 ciclo de 7 min a 72°C. Posteriormente, se llev6 a cabo una re-amplificacién
empleando como cadena molde 2 pl del primer PCR y los oligonucleétidos STT3.2s y
AUAP-B. A diferencia del primer PCR, la temperatura de apareamiento se cambi6 a
50°C, con el fin de aumentar la especificidad de la reaccién. Los productos de cada

amplificacién se analizaron en un gel de 1% agarosa.
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1.6 Amplificacion Rdpida del Extremo 5 de ADN Complementario
(5" RACE)

IlI.6.1 Incorporacion de nucleétidos dG en el extremo 5 del ADN
complementario

Previo a la amplificacién del extremo 5’ del transcrito del gen EKSTT3 se llevé6 a
cabo la incorporacién de residuos dG en el extremo 5 del ADN complementario
sintetizado anteriormente. La reaccién se llevé a cabo con 1 U de la enzima
Deoxinucleotidil Transferasa Terminal (TdT, Gibco BRL) en una mezcla que incluye
5 ul de ADN complementario, 1 mM de dGTP, 100 uM de cacodilato de potasio (pH?7.2),
1 mM de CoCl, y 100 uM de DTT, en un volimen final de 10 ul. La reaccién se incubé
durante 30 min a 37°C. Posteriormente, la enzima se inactivo a 70°C por 15 min y el
ADN complementario-5" dG se pecipit6 con 2.5 vol de etanol en presencia de glicégeno
y 3 M acetato de sodio (pH 4.8).

I11.6.2 Amplificacién del extremo 5’ de ADN complementario

Para amplificar el extremo 5 del transcrito del gen EhSTT3 se realiz6 un PCR a
partir de 2 pl del ADN complementario-5-dG junto con 10 pmoles del oligonucle6tido
dC y 10 pmoles del oligonucle6tido STT3.2a (ver apéndice). La amplificacién se realiz6
mediante 1 ciclo de 1 min a 94°C, 30 ciclos de 1 min a 94°C, 2 min a2 42°C, 3min a 72°C y
por tltimo, 1 cicdlo de 7 min a 72°C. Posteriormente, se llevé a cabo una re-amplificacién
empleando como cadena molde 2 ul del primer PCR y los oligonucleétidos STT3.5a y el
oligonucleétido dC. A diferencia del primer PCR, la temperatura de apareamiento se
cambi6 a 50°C, con el fin de aumentar la especificidad de la reaccién. Los productos de

cada amplificacién se analizaron en un gel de 1% agarosa.

II1.7 Southern Blot
I11.7.1 Extraccién de ADN

El ADN gen6mico de E. histolytica se purificé a partir de un paquete celular
proveniente de 8 botellas de cuitivo (8x107 trofozoitos). Las células se resuspendieron en
2 ml de la solucién de lisis [10 mM Tris-HCl (pH 8.0), 24 mM KCI, 10 mM Mg(l,,
0.6 mM espermidina, 0.5 mM 4cido iodoacético] con agitacién suave y se lisaron con

300 ul de 10% Nonidet p40. Para separar los nicleos del resto de los componentes
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celulares, se pasé el lisado total a través de un colchén de sacarosa [1M sacarosa, 10 mM
Tris-HCl (pH 8.0), 24 mM KCl, 10 mM MgCl,] que se centrifugé a 6,500 rpm durante
10min. La pastilla celular, que contiene los niicleos, se resuspend6 en 2 ml de la
solucién de lisis y se pas6 nuevamente a través de un colchén de sacarosa. La lisis de los
nicleos se realiz6 con 2 mg de proteinasa K (MERCK) que se adicioné directamente
sobre la pastilla e inmediatamente, se le agregaron 3 ml de la solucién Proteinasa K y se
incub6 por 1 hr a 37°C.

El ADN se obtuvo tras realizar una extraccién con fenol-cloroformo (1:1), seguida
una incubacién de 10 min a TA con 15 pl de RNAsa libre de DNAsa (10 mg/ml), para
continuar con dos extracciones con fenol-cloroformo:isoamilico (24:1). E1 ADN presente
en la fase acuosa de la tiltima extraccién, se precipité con etanol absoluto a -20°C
durante 12 hrs. Posteriormente, se centrifugé a 7,000 rpm por 30 min, la pastilla se lavé
varias veces con etanol al 70% y se resuspendi6é en 100 pl de TE. Para determinar la
calidad del ADN, éste se analiz6 en un gel de 1% agarosa y se cuantificé por el método
fluorométrico utilizando YOPRO-1 (Molecular Probes).

I11.7.2 Digestion de ADN genémico y electroforesis

Porciones de 4 pg de DNA genémico se digirieron con 3 ul de las enzimas Accl,
Clal y EcoRI (New England BioLabs) a 37°C por 16 hrs y los fragmentos de digestién se
migraron en un gel de 1.2% agarosa durante 12 hrs.

I11.7.3 Transferencia de los fragmentos de ADN a una membrana de nylon
Previo a la transferencia, el ADN se depuriné con 0.25 mM HCI por 20 min y se
desnaturalizé con 0.4 M NaOH durante 30 min. Posteriormente, el gel se colocé sobre
un soporte de acrilico cubierto con papel filtro que se mantuvo en un depé6sito en
contacto con la solucién 0.4 N NaOH. Sobre el gel se coloc6 la membrana Hybond N+
(Amersham International) evitando la formacién de burbujas. Después de la membrana
se colocaron tres capas de papel filtro y varias capas de papel absorbente y finalmente,
se coloc6 un objeto de 0.5 Kg que fomenta la transferencia por capilaridad. Al término
de la transferencia, el filtro se lavé 10 min con la solucién de transferencia y
posteriormente, con la solucién de neutralizacién [0.2 M Tris-HCI (pH 8.0), 0.1X SSC,

0.5% SDS} durante 10 min con agitacién suave.
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I11.7.4 Hibridacién con la sonda radioactiva

La membrana se pre-hibridé en 30 ml de la solucién de hibridacién [50%
formamida, 1X Denhardt’s, 5X SSC, 1M NaH,PO, (pH 6.5), 1% SDS] a 42°C durante
16 hrs. Posteriormente, se hibridé con la sonda radioactiva (25x10° cpm/ml) en
presencia de ADN de esperma de salmén (100 mg/ml), previamente desnaturalizados a
100°C durante 5 min, en 20 ml de solucién de hibridacién fresca a 42°C durante 16 hrs.
La membrana se lavé tres veces con 2X SSC-0.1% SDS a TA durante 1 hr y por dltimo,
se realizé un lavado de alta astringencia con 0.2X SSC-0.1% SDS a 50°C por 30 min.
Finalmente, la membrana se expuso en una pantalla Phosphorimager (Moleclar

Dinamics) y se revel6 a las 48 hrs de exposicién.

II1.8 Northern Blot

I111.8.1 Parificacion de ARN

El ARN se purificé a partir de un paquete celular proveniente de 8 botellas de
cultivo (~ 80x10° trofozoitos). El paquete se resuspendi6 en 10 ml de TRIzol (Gibco BRL)
y la lisis se llevé a cabo mediante agitacién con vértex durante 1 min. El lisado se
mantuvo a 4°C por 6 hrs. Posteriormente, se le adicionaron 10 ml de cloroformo y se
centrifugé a 14,000 rpm durante 10 min a 4°C, seguido de una precipitacién con 1 vol de
isopropanol. EI ARN se centrifugé a 14,000 rpm por 10 min a 4°C y la pastilla se lavé
con 10 ml de 75% etanol y se resuspendié en 2 ml de agua tratada con 0.1%
dietilpirocarbonato (DEPC).

I11.8.2 Preparacién de ARN poli A(+) y poli A(-)

El ARN poliadenilado se purificé por cromatografia de afinidad empleando oligo
dT-celulosa (Sigma Chemicals). Para ello, se resuspendierén 0.5 gr de oligo dT-celulosa
en 1 ml de 0.1 N NaOH vy se transfiri6 a una columna de cromatograffa (Bio-Rad). El
oligo dT-celulosa se lavé con 3 vol de agua tratada con 0.1% DEPC y se equilibré con
5 vol de la solucién 1X de pegado [20 mM Tris-HC1 (pH 7.6), 0.5 M LiCl, 1 mM EDTA
(pH 8), 0.1% SDS]. Por otro lado, el ARN se desnaturaliz6 durante 15 min a 65°C e
inmediatamente se pasé a hielo, se le adicion6 1 vol de la solucién 2X de pegado y se
aplicé a la columna. Se colectar6n fracciones de 0.5 ml que fueron nuevamente
desnaturalizadas a 65°C durante 15 min y se volvieron a pasar por la columna. El ARN
se colect6 por segunda vez en fracciones de 1 ml (ARN no poliadenilado). Al terminar
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de colectar, la columna se lavé con 10 vol de la solucién 1X de pegado, seguido de 5 vol
de solucién de lavado [20 mM Tris-HCl (pH 7.6), 0.1 M LiCl, 1 mM EDTA (pH 8), 0.1%
SDS]. El ARN poliadenilado se eluy6 de la columna con 2 mM EDTA y se colects en
fracciones de 0.5 ml. La concentracién de cada una de las fracciones obtenidas se
determiné por densidad éptica a 260 nm. Tanto el ARN poliadenilado como el no
poliadenilado se precipitaron con 2.5 vol de etanol en presencia de 0.18 M NaCl durante
12 hrs a -20°C.

I11.8.3 Electroforesis de ARN en un gel de agarosa

Se preparé un gel de agarosa a una concentracién de 1.2% en presencia de 22 M
formaldehido y de la solucién MOPS 1X [25 mM MOPS, 5 mM NaOAc, 1 mM EDTA,
ajustando a pH 7 con NaOH]. Se cargaron 1 ug de ARN poliadenilado y 1 pg de ARN
no poliadenilado y se migraron a 100 volts a corriente constante. Una vez que finalizé la
migracion, el gel se lavé dos veces con 0.1% de DEPC por 40 min para retirar todo el
formaldehido y se equilibré con la solucién 10X SSC [3M NaCl, Citrato de Sodio 0.3 M,
ajustar a pH 7).

I11.8.4 Transferencia e hibridacion del ARN
La transferencia e hibridacién del ARN se llevé a cabo de la misma manera que

en el Southern blot con excepci6én de la solucién de transferencia que para este caso se
utilizé 10X SSC.

II1.9 Obtencion de la Proteina EhSTFT3 recombinante

I11.9.1 Clonacién de un fragmento del gen EZSTT3 en el vector de expresién
pQE40

A partir del producto de la técnica 3’ RACE se generé por restriccién con las
enzimas BamHI y Hindlll un fragmento de 366 pb que corresponde a la secuencia 1,232-
1,592 del gen EhSTT3. Este fragmento se cloné en el vector de expresién pQE40 y la
reaccién de ligacién se utilizé para transformar por choque térmico células XL1-Blue
competentes. Posteriormente, se seleccionaron aquellas colonias que contenian el
pldsmido-inserto por medio de un andlisis de restriccién de los plasmidos con las
enzimas BamHI y HindIll.
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I11.9.2 Expresién de la proteina recombinante en E. coli

La expresén de la proteina recombinante 6xHis-DHFR-EKSTT3 se llev6 a cabo en
células XL1-Blue que fueron transformadas con los pldsmidos pQE40 que contenfan el
inserto de 366 pb. Se inocularon 10 ml de medio LB més ampicilina (20 mg/ml) (Sigma
Chemicals) con las células de interés y se crecieron por 12 hrs a 37°C con agitacién.
Posteriormente, se tomaron 8 ml de este precultivo y se inocularon en 100 ml de medio
LB fresco con ampicilina. Las células se crecieron durante 1.5 hrs a 37°C con agitacién
(Ag=0.6-0.8). Una vez alcanzada la densidad Optica, se adicion6 IPTG (Research
Organics) a una concentracién final de 1 mM y se incub6é durante 3 hrs a 37°C con
agitacion. Al finalizar, las células se cosecharon en tubos Falcon de 50 ml y la pastilla
celular se guardo a -70°C.

I11.9.3 Purificacion de la proteina recombinante por cromatografia de afinidad

La purificacién de la protefna recombinante 6xHis-DHFR-EASTT3 se llevé a cabo
a partir de lisados totales de E. coli bajo condiciones desnaturalizantes. Para ello, las
células que fueron previamente tratadas con IPTG se resuspendieron en 5 ml/gr de
peso de la solucién de lisis [100 mM NaH,PO, (pH 8.0), 10 mM Tris-HCl (pH 8.0), 8 M
Urea, 10 mM Imidazol] y se lisaron por sonicacién a una amplitud de 40% (Sonics &
Materials Inc.). Posteriormente, el lisado se clarific6 por centrifugacién a 14,000 rpm
durante 10 min. La purificacion de la proteina recombinante se llevé a cabo por
cromatograffa de afinidad a Niquel. Para ello, el clarificado se mezcl6 con 3 ml de 50%
agarosa-Ni-NTA (QIAGEN) y se acoplé por 2 hrs a temperatura ambiente.
Posteriormente, la resina se transfirié a una columna de cromatograffa (Bio-Rad) y se
lavé con 100 mi de la solucién de lavado [100 mM NaH,PO, (pH 8.0), 10 mM Tris-HCl
(pH 8.0), 8 M Urea, 20 mM-Imidazol]. A continuacién, la protefna se eluy6 con 10 ml de
la solucién de -elucién [100 mM NaH,PO, (pH 8.0}, 10 mM Tris-HCl (pH 8.0), 8 M Urea,
250 mM Imidazol} y la concentracién de la protefna presente en la fracciones colectadas
se cuantificé por Ay, (1 U de Ay, es equivalente a 1 mg/ml de proteina). Para
determinar el grado de pureza de las fracciones colectadas se analizaron en un del 15%
SDS-PAGE.
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II1.10 Obtencion de Anticuerpos Policlonales anti-EhSTT3

I11.10.1 Inmunizacién de conejos

Para obtener anticuerpos policlonales anti-EKSTI3 se llevé a cabo la
inmunizacién de conejos de la cepa NZW con 100 pg de la proteina recombinante
6xHis-DHFR-EHSTT3 en presencia de adyuvante de Freund. Las inmunizaciones se

llevaron a cabo cada 15 dias por un periodo de tres meses.

I11.10.2 Valoracidon del titulo de anticuerpos anti-ERSTT3 por ELISA

Los tftulos de anticuerpos anti-ERSTT3 se determinaron a partir de la tercera
inmunizacién. Para ello, se sensibilizaron placas para ELISA de 96 pozos Maxisorp
(NUNC) con 5 ug/ml de antigeno de captura (protefna recombinante) disuelto en la
solucién 0.1 M carbonato de sodio (pH 9.5) y se incubé durante 12hrs a 4°C.
Posteriormente, se bloquearon todos los sitios de union inespecifica con la solucién de
bloqueo [50 mM Tris-HCI (pH 8), 0.5% de gelatina, 0.2% Tween 20] por 2 hrs a TA. El
reconocimiento primario se llevé a cabo utilizando diluciones seriadas de 1:3 del suero
en solucién de reaccién [S0 mM Tris-HCl (pH 8.0), 500 mM NaCl, 0.1 mg/ml de
gelatina, 0.05% de Tween 20] durante 1 hr a TA. Posteriormente, se incubé la placa de
ELISA con un segundo anticuerpo de cabra anti-IgG de conejo conjugado a peroxidasa
(ZYMED) diluido 1:2,000 en solucién de reaccién por 1 hr a TA para generar una
reacciébn cromogénica. El revelado de la reacci6én se realiz6 durante 5 min con
500 pg/ml de ABTS (Boehringer Manheim) en tH,O y amortiguador ABTS 10X. La
reaccién se detuvo con 25 ul de &cido fluorhidrico concentrado/pozo y por dltimo, se
determind la absorbancia de la reaccién a 405 nm en un lector automaético (Bio-Rad) por

medio del programa Microplate Manager 4.0.

111.10.3 Purificacién de anticuerpos anti-EASTT3

Los anticuerpos policlonales anti-EkSTT3 se purificaron por cromatografia de
inmunoafinidad empleando como inmunoadsorbente a la protefna recombinante 6xHis-
DHFR-ERSTT3 acoplada a una matriz insoluble (sefarosa 4B). Para ello, se hidrataron
0.5 gr de sefarosa 4B-CNBr (SIGMA) con la solucién 1 mM de 4cido ciorhidrico y se
mezcl6 con 1.5 mg de protefna recombinante previamente dializada con la solucién
0.1 M NaHCO;-2M urea. El acoplamiento se llevS a cabo durante 12 hrs a temperatura

ambiente y la eficiencia del mismo se cuantificé siguiendo las instrucciones del
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proveedor. Posteriormente, se inactivaron grupos residuales con 100 ul de 1 M Tris-HCl
(pH 8.0) y por tltimo, la sefarosa 4B-protefna recombinante se transfiri6 a una columna
de cromatografia (Bio-Rad).

Previo a la purificacién de los anticuerpos, se llevé a cabo la precipitacién de las
inmunoglobulinas con sulfato de amonio al 50% de saturacién. Al terminar, las
inmunoglobulinas precipitadas se recircularon varias veces a través de la columna para
permitir que los anticuerpos interaccionaran con el inmunoadsorbente. Posteriormente,
se lavé la columna con 10 vol de 0.1 M Tris-HCl (pH 8.0) seguida de 10 vol de 0.1 M
Tris-HCl (pH 8.0)-0.5 M NaCl. La elucién de los anticuerpos especificos se realizé con
0.1 M é4cido acético y se equilibraron con IM Tris-HCL (pH 8.0) inmediatamente
después de la elucién. La concentracién de los mismos se determiné por Az, (1.35 U de
Ay, corresponde a 1 mg/ml de anticuerpo). Los anticuerpos se conservaron con 0.02%
azida de sodio y 3 mg/ml de trehalosa (SIGMA).

I11.11 Caracterizacion de los anticuerpos anti-EhSTT3

La caracterizacibn de los anticuerpos se llevé a cabo por ensayo tipo
Western blot. Para ello, se prepararon lisados totales de trofozoitos de E. histolytica
mediante lisis directa en solucién de carga 1X [5% glicerol, 1.25% SDS, 25 mM Tris-HCl
(pH 6.8), 2.5% 2-mercaptoetanol, 0.001% azdl de bromofenol] en presencia de 2.5 mM
PMSF y 500uME64. Las proteinas provenientes de los lisados totales se
desnaturalizaron a 100°C durante 10 min y se separaron de acuerdo a su peso molecular
mediante electroforesis en geles de 10-15% SDS-PAGE. Posteriormente, se transfirieron
a una membrana de nitrocelulosa (Bio-Rad) durante 1 hr en un sistema de transferencia
semi-seca HEP-1 (OWL). Una vez terminada la transferencia, se bloquearon todos los
sitios de uni6n inespecifica a la membrana con 5% leche descremada Carnation disuelta
en la solucién TBST [10 mM Tris-HCl (pH 8.0), 150 mM NaCl, 0.05% Tween 20] por
12 hss. El reconocimiento primario se llevé a cabo incubando la membrana durante 1 hr
con 1 ug/ml de anticuerpos policlonales anti-EHSTT3. El reconocimiento secundario se
realizé con un anticuerpo anti-conejo acoplado a fosfatasa alcalina (ZYMED) diluido
1:1000 para generar una reaccién cromogénica. Para revelar la reaccién se adicionaron
los sustratos NBT/BCIP (ZYMED).
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111.12 Citolocalizacion de la proteina EnSTT3

Se sembraron trofozoitos amibianos de la cepa HK9 sobre un cubreobjetos en una
placa de cultivo de 6 pozos (NUNC) y se crecieron durante 12 hrs a 37°C en una cdmara
anaerébica. Posteriormente, se llevé a cabo la fijacién de los trofozoitos con
4% paraformaldehido por 30 min a 37°C y se permeabilizaron con 0.2% Tritén X-100
durante 15 min a TA. El bloqueo de los sitios de uni6én inespecifica se realiz6 con
5% leche descremada Carnation en PBS 1X por 1 hr a 37°C. Los trofozoitos adheridos a
los cubreobjetos se incubaron con el anticuerpo anti-EhSTT3 a una concentracién de
5 ug/ml en solucién de bloqueo durante 1 hr a 37°C. Posteriormente se incubaron con
un segundo anticuerpo anti-conejo acoplado a Alexa 488 (Molecular Probes) diluido
1:1000 en solucién de bloqueo por 1 hr a 37°C. Para realizar co-tincién de nicleo con IP
se llevé a cabo un tratamiento previo de las células con 150 pg/ml RNAsa durante
20 min a 37°C y se tifieron con 2 pg/ml de ioduro de propidio por 5 min a TA. Por
dltimo, los cubreobjetos se montaron sobre portaobjetos en presencia de la solucién
Vectashield (Molecular Probes), quedando listos para ser observados al microscopio
confocal Bio-Rad MRC 600. Los cortes de los planos confocales se utilizaron para
realizar construcciones volumétricas de trofozoitos de E. histolytica, usando el programa
Voxel View 2.5 (Vital Images) para Silicon Graphics.



IV. RESULTADOS

IV.1 Obtencion de la Secuencia Gendmica que Codifica para la Proteina
STT3 de E. histolytica

IV.1.1 Tamizado de un banco genémico de E. histolytica

El gen ERSTT3 se aislé6 a partir de un tamizado de un banco genomico de
E. histolytica. Como sonda se utilizé un fragmento de 186 pb del gen EhSTT3 reportado
como EST (Fig. 10) [Tanaka et al., 1997]. La amplificacién de este fragmento se llevé a
cabo por PCR a partir de ADN genémico utilizando los oligonudeétidos ErSTT3.1s y
EhSTT3.2a, disefiados en base a la secuencdia reportada (ver apéndice). Como resultado,
se aislaron 14 clonas independientes tipo pBSSK (-) con insertos flanqueados por el sitio
de restriccién EcoRI. Para determinar la identidad de las clonas se realizé un anilisis de
restriccién multiple con las enzimas de restriccién EcoRI, Sspl, Alul, Haelll y Hpal. Al
analizar el producto de la digestién con la enzima EcoRI se observé que todas las clonas
liberan un fragmento de aproximadamente 3.8 Kb que corresponde al tamafio de los
insertos. Por otro lado, el patrén de restriccién que se gener6 con el resto de las enzimas
fue el mismo para todas las clonas, dependiendo de la enzima, lo que sugiere que las

14 clonas que se aislaron son idénticas.

IV.1.2 Secuenciacion de las clonas aisladas

Con el fin de facilitar la caracterizacién de las clonas aisladas y dada la identidad
de las mismas, se seleccionaron tres clonas: 2.1.2, 2.1.3 y 6.1.7. Los insertos de estas
clonas se secuenciaron parcialmente en sus extremos utilizando los oligonudedtidos
universales SK y KS, especificos del fagémido pBSSK (-). Posteriormente, se realiz6 un
alineamiento en GeneWorks entre las secuencias de cada clona, generadas con cada uno
de los oligonucle6tidos, cuyo resultado confirmo la identidad de las mismas. Por otro
lado, también se llev6 a cabo un andlisis tipo BLAST, observandose que las secuencias
obtenidas con el oligonucle6tido KS presentan homologfa con secuencias tipo STT3 de
otros organismos; mientras que, las secuencias que se obtuvieron con el oligonucleétido
SK presentan homologfa con una proteina cinasa cuya secuencia no se caracterizé dado
que por el momento no es de nuestro interés. De esta manera, se logré determinar la
orientacién de las secuencias con homologia a STT3 con respecto a los oligonucleétidos

que flanquean los insertos (Fig. 6).
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homologfa a STT3 con respecto a los oligonucleétidos que flanquean los insertos
(Fig. 6).

Posteriormente, se realizé un alineamiento entre las secuencias de las tres clonas
con homologia a STT3 y el fragmento de 186 pb. Los resultados indican que los insertos
contienen aproximadamente 1,200 pb que corresponden al extremo 5" del gen EKSTI3 y
por lo tanto, la secuencia del mismo se encuentra truncada hacia su extremo 3’ debido a

la presencia de un sitio EcoRI interno.

Con el fin de facilitar el proceso de secuenciacién del gen EWSTT3 hacia su
extremo 5 dado que el tamafio de los insertos es bastante grande, se realiz6 un anélisis
de restricci6én de la clona 2.1.2 para generar fragmentos de menor tamarfio. Para ello, se
utilizaron las enzimas EcoRI y Ndel que juntas, generaron un patrén de restriccién de
5 bandas: 1) una banda de ~3.0 Kb que corresponde al fagémido pBSSK (-); 2) una
banda de ~1.6 Kb; 3) una banda de ~1.4 Kb; 4) una banda de ~0.65 Kb cuya secuencia
corresponde a una fragmento del gen EWSTT3 ya secuenciado y 5) una banda de
~0.15Kb que casi no se observa en el gel por ser muy pequefia pero se conoce por
secuencia. Los fragmentos de ~1.6 y ~1.4 Kb se subclonaron en pBSSK (-} y se
secuenciaron con los oligonucleétidos SK y KS. La secuencia que corresponde al
fragmento de ~1.4 Kb permitié finalizar la secuenciacién del gen EKSTT3 hacia su

extremo 5'.

Fig. 6. Organizacion de las clonas aisladas a partir del tamizado del banco

genémico.

IV.1.3 Obtencidn de la secuencia 3" del gen EASTT3
El extremo 3’ del gen ERSTT3 se aislé por PCR utilizando como templado ADN
complementario de E. histolytica sintetizado a partir de ARN poli A(+) y los

30



oligonucle6tidos EWSTT3.1s y AUAP-B (ver apéndice). Posteriormente, se llevé a cabo
una segunda re-amplificacién empleando como templado el producto del primer PCR y
los oligonucle6tidos EhSTT3.2s y AUAP-B (ver apéndice). Como producto de la re-
amplificacién se gener6 un fragmento de ~950 pb que se cloné en el vector pBSSK (-) y
se secuenci6 con los oligonuclestidos SK y KS. La identidad de la secuencia se confirmé
por medio de un andlisis tipo BLAST. El empalme de la secuencia producto de la técnica
3" RACE con la secuencia de la clona genémica nos permiti6 determinar la secuencia
completa del gen EKSTT3 (Fig. 7).

IV.1.4 Anilisis de la secuencia EhSTT3
El gen ERSTT3 presenta un marco abierto de lectura de 2,163 pb que codifica

para una proteina de 720 aminoécidos que no presenta intrones y cuyo peso molecular
tedrico es de 82.79 kDa (Fig. 7). El anélisis sobre el uso preferencial de codones del gen
EhSTTS se realizé en el programa CodonPreference del GCG y mostrd, que su secuencia
presenta, como se esperaba, un uso preferencial de codones de E. histolytica conservado
en el primer marco abierto de lectura (Fig. 8). Ademas, la composicién de bases de este
gen presenta un contenido por arriba del 70% de A y T, caracteristica de genes

amibianos (Tabla 1).

Por complementariedad:

Residuos No. de Nucleétidos Porcentaje
A+T 1596 74%
G+C 567 26%

Tabla 1. Composicion de bases del gen STT3 de E. histolytica.

En la regién promotora del gen EhSTT3 se identific6 por homologfa de secuencia
una caja TATA putativa, TATTAAA, en la posicién -87. Por otro lado, las regiones no
traducidas del ARN mensajero del gen EKSTT3 se determinaron por medio de la técnica
5 y 3’ RACE. El extremo 5" no traducido del ARN mensajero es de 10 pb ¢ inicia con ¢l
tetranucleétido AATA, que es modificado probablemente por “capping” dado que se
observa una G adicional en el extremo 5 no presente en la secuencia genémica (Fig. 7).
Por otro lado, como producto de la técina 3’ RACE, se generé un fragmento de

aproximadamente 950 pb que se con6é en pBSSK () y se secuencié con los
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oligonucleétidos SK y KS. Los resultados muestran que el extremo 3’ no taducido es de
31 pb y presenta la secuencia TAATT como la posible sefial de término de la
transcripci6n (Fig. 7) [Bruchhaus et al., 1993).

accaaactcttcatataattqassagettoeactacagatasaagatagytatqttctteatctaattocttttqgttoatagattoqatagt tcaagttqattttaataatattatt 90
>+t
243073230a33334033232333240 aqaac aasat agaat aaaatanaaaaaacasiat Aaaaagt gaagaagaact at t aaaaaaANTAAACTCGATGECTTICTITAMACACT? 31
NGFPFETL
GTTCAACTCATTCE AAR AR ATATAGGTA PTACTC TP A TT I GTATAATTGCAT T AGTTCTAGATTATAT T TAP TATT A TGTATGAAGCARTTATTCATGAATTTGATCCATATETTAAT 151
YOLILENIGITLICI!IA?SSRLYSIIMNTEANIIEBRBEFDPTIPN
TICAGAGCAACAAMA TATC TG TAGAA CATGGACCAA A CCATTTATGAA TICG T TTGATCCAGATACT TG TA PO CATTAGGAA GA RATA TTCCTACARCTGTTITICCAGGATTANTG 271
FRAT!ILVBEGPTAF!NHE‘DPDSH‘IPLGRHIGTTVPPGLH
FTSAPIPKFLAYFNLIIDVRLICVCHGPIYSVITCIVAYL
TITGGATCACCTOEACATTCAGATAGAGCAGRATT A TG CAG TG ATTAA T AGTACTACCAGC T AT ATG ECAAGAAGTGPTGCAGGAAGTTATGATTATCAA PGEASTTCANT? !
FGSRYESDRAGLPANALIGSVYPGYNGSERSVYAGSYDYRBCIGSI
ACARTATTAAT AT AACA TP ATCT M GGATAGAAGCT T T A TAA TAN T CA COAA AT AR CTGCAGTAACAGCA TTATCATAT T I TATATGCCATCAACATOGCGACCATATOTT 631
TILILYPTYLYIEBEAVEHNSPILSAVTALSTPINASTWHWGATY
P TATTARTANTATTATTCCATTACA TG M T TATE ICE AT TTCTCTCGATT TEATAATANAAANTTATATAGTTCT TATTCTATTTATTATATATTIGCARCTATTTTATCTATCCAR. 750
FINBIIPLEVLISIPCGPFPYHRESEXLYSCYSIYYIFPATILSNGZG
CTTCCATTTATTARTTATC TTCCAA TG TTC TTC TGARCATATTOGAGCAR TG CGAGTATT TG GAATT TGTCAA TTRATTGAATTATATICATTAATACATAAACTICTTGGACAAME 871
v??PI¥YVPIRSSEHIGANGYPFGICQLIZLYSLIEKLELGO QSE
AAAACACTAGAATTANTTAAGMANGTATTAN GGGARCPC T TR T TATTGGARFTATAA TG CTATTANEACTCATTARRAMAGGATATATTAGTGCTTCOTCIGOTAGATITIATGCATT:. 992
EKTVELIRKREVLMGSYVYIIGIINVLILIEKEGYISAWSGRPFTAL
PPTGATCCARCTTTPGCARASAANANTATTCCATTAATTCTATCTCEATCAGAACATCAACCAGCAAN PTCGGCATCATAY TRCTPTCATCETCATICTTTAATAGEAATAGCACCAGCR. 111!
FDPTFAKEKENIPLIVSYSERQPANYASTYFFDLECEIVIAPA
GO AT AT TA TG T ARARAR T T IGA T T AN T A TG A T T AT AT TG I AG T T A T TAGH TS TG T ATCTCAAGACTTCTATTAATTTTAGCACCIGCT 1231
6LTYCPEKEK?DFHMNLELIIYSYSYFIFSCVESRLYLILAEPA
ATTICTITACTTAGTGETATIGCTC T IGCAGAATTCTTTACTCARATACAAAAACAATTAGA A GTACATTARARATSGTATTTAAATCAAATARARARCARCAACAACAR TCAARTGAR 1351
ICLLSGIALAEFPPT?TQIQEQLESTLEKVFEKSHEEQQQOSHE
CCAACAACTAAAATTGAAMAAGARARANGAAMANTTCATCCACCAARAAANGARCAARACKATGANARATCATPTATAA CPGARTTTATAATATTEAPTAPTATGACTATTGRTGGTAT), 1471
PTTKIEREEKRZXIHBEPPEKEXEQENEKS?ISEFPIIPIIMNTIVGI
TATFAATTATCT AT TARATTCTITGANTA TTCTATTCAAA TGTCTAAAAR CTATTCATCTCCATCACTTGTT I EATATGGTANTCATGOTCGARAACARATTCCTTTIGATGAT 1591
LLIIFL?PEZ?TPTEYSIOQNSKENTYSSPSVYLYGYNEGEGKOQIAZ?DD
TATAGAGAAGCTTATAG TGO TTAGC A A TANTACTCCAGAAG AR TC A A G TATCACT I ETOGGA T TATGC T TAT CAANTAA CTCATCT TG CAMTCGAACAGTTATAGTTGATMAT 1711
TREATRY LAHENT®PEGSRVESRWDYGYQISHELARRTVYIVDHN
ANTACATGGARTAATAGTCATATTGCATTAR AGGARATGTAATECCATCANGAGAAGAA GATGCANTGARARC A TTAGAGAT PTAGATCTIGATEATTEATTACTAGRTTITCATGE. 1831
R TWHIRSHEIALTGHNVXEXASREEDAMETIRDLDYDYTLLVYYVEGEGE
TATCTTGGATATTCATC AGATGATATT AT AN TTC T T AP GEA TRA TTAGAR T GGG AT TTANTCOTTCT T TAAATGAAAATAATTATTATAACCATANTGCTTACACTGTAGCT 1951
1L G67SSDDINEPFLYXNXIRIGAGYHNPSLEENYSTYTYSHEHAY?VA
GATOCTTCTGATACATTTARATATAGTATGATGTA TAMAR TG TCTTATCATAR PP TCTATARCCCTICTAN GG T TATOCTGCTGGARTGGATCOCGTTAGANGAGAACTTATTGAAGAR. 2011
DPSODTFRYSHKMYKMNCYENPYKEASHGYRAGHNDAVRERREVIEE
CAMACTTATTTCARAMATA TTCAAGAGGCTEACACTTCICAACA TG GOTCCTCAGARTTTATAAAGCTARA TAAN CCARATCCAR TTGATICATTACTTTARTCOTTICTICATCIANT,  2'!
QTYPENIQEAFTSQHERNYVRITYTEVSEEP?PHNPIDSLL., Ly
AMGARNPTAAATTCARAAAARAAMAAAAAARAAA +2,187 2225

Fig. 7. Secuencia nucleotidicay polipeptidica deducida del gen ERSTTS3. El gen EhSTT3
presenta un marco abierto de lectura de 2,163 pb que codifica para una protefna de 720
aminodcidos. El nucletido +1 corresponde al sitioc de inicio de la transcripcién y la
posiciébn +2,187 marca el término de la misma. La caja TATA putativa se encuentra

subrayada.
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Fig. 8. Uso preferencial de codones de E. histolytica. Esta figura muestra tres
marcos de lectura. Como puede observarse, el gen ERSTT3 presenta un uso
preferencial de codones de este parasito conservado en el primer marco
abierto de lectura.
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IV.1.5 Identidad de la proteina E#STT3 con secuencias homélogas

La matriz de identidades entre secuencias STT3 de diferentes organismos revela
que la protefna ERSTT3 presenta una identidad de 41 % con H. sapiens (Hsap), 37.5% con
su hom6logo D. melanogaster (Dmel) [No. de Acceso P46975] y 39% con T. gondii(Tgon)
[No. de Acceso CAB38944], C. elegans (Cele) [No. de Acceso P46975], S. cerevisiae (Scer)
{[No. de Acceso P46977] y S. pompe (Spom) [No. de Acceso CAA22192] (Fig. 9). La
identidad de la protefna EKSTT3 con sus homélogos se confirmé por alineamiento de

secuencias como se ilustra en la figura 10.

Similitud

Identidad

Fig. 9. Matriz de identidad/similitud entre secuencias homélogas a STT3 de
E. histolytica. Se realizé una matriz de distancias mediante un alineammiento
multiple usando el programa Clustal X y se visualiz6 en el programa
MacBoxshade. Los valores de comparacién de la secuencia amibiana con sus

homélogos se muestra en negritas.
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Fig. 10. Alineamiento muiltiple entre secuencias STT3. Los aminodcidos que son conservados entre las

proteinas STT3 de diferentes organismos se muestran en cuadros grises. La regién que se utilizé como sonda

para el tamizado del banco gendmico se indica entre las flechas y por otro lado, la cabeza de flecha muestra

la ubicacién del sitio EcoRI dentro de la secuencia gendmica.
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IV.2 Andlisis de Hidropaticidad de la Proteina EhSTT3

Una de las principales caracteristicas de protefnas STT3 es la presencia de
12 regiones transmembranales en su estructura y un extremo COOH-terminal altamente
hidrofilico [Zufferey et al., 1995]. Para determinar si este patrén estructural se conserva
en la protefna STT3 de E. histolytica, se realizaron varios andlisis de hidropaticidad de la
secuencia, con el fin de determinar cudntas y cudles son las posibles regiones
transmembranales para esta proteina de amiba. Para ello, la secuencia deducida para la
proteina EESTT3 se someti6 a un andlisis de hidropaticidad en el programa SOSUL. El
resultado sugiere que la protefna presenta en su estructura 12 regiones
transmembranales y despliega las secuencias que probablemente forman parte integral
de las mismas (Tabla 2).

No. { N- terminal Regiones transmembranales C- terminal largo
1 12 LKNGITLICTIAFSSRLYSITM 34 23
2 80 TTVFPGLMFTSAFIFKFLAYFNL 102 23
3 105 DVRLICVCMGPIYSVITCIVAYL 127 23
4 164 CISITILILTFYLWIEAVHNNSP 185 23
5 206 YVFINNIIPLHVLISIFCGFYN 227 22
6 233 CYSIYYIFATILSMQVPFINYVP 255 23
7 262 IGAMGVFGICQLIELYSLIHKLL 284 23
8 296 VIMGSVIGIMVLILI 312 17
9 350 NWASYFFDLHCLIVIAPAGLYYC 372 23
10 76 FDFNMLFLHYSVSVFYFSCVMS 398 23
11 402 LILAPAICLLSGIALAEFFTQIQ 124 23
12 476 FIIFIIMTIVGILLIIFLFKFFE 498 23

Tabla 2. Secuencias transmembranales propuestas para la proteina STT3 de
E. histolytica. El anilisis de la secuencia polipeptidica de EhRSTT3 en el
programa SOSUI indica que la proteina presenta en su estructura 12 posibles
regiones transmembranales, lo que sugiere que se trata de una proteina de

membrana.

Por otro lado, el andlisis de la distribucién de aminodcidos hidrof6bicos e
hidrofilicos en un alineamiento de proteinas STT3 de S. cerevisine, H. sapiens,
D. melanagaster v E. lustolytica muestra un alto grado de coincidencia con Ia prediccién

de las 12 regiones transmembranales que se obtuvé con el programa SOSUI (Fig. 11).
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Fig. 11. Alineamiento y patrén hidropatico entre homélogos de STT3. El alineamiento se realizé en GeneWorks
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y se visualizb en SeqVu 1.1. En rojo se muestran los aminoécidos altamente hidrofébicos que integran las 12

posibles regiones transmembranales y en azil los aminoacidos altamente hidrofilicos. La linea en color vino

indica las secuencias transmembranales que se obtuvieron con el programa SOSUL Amhns resultado

g enineidan

aiat Ay

por lo que se propone que la proteina EASTT3 presenta en su estructura 12 regiones transmembranales
altamente conservadas.
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IV.3 Andlisis para Determinar el Niimero de Copias del Gen STT3 Presentes en el
Genoma de E. histolytica.

Para determinar el nimero de copias del gen STT3 presentes en el genéma de
E. histolytica se realiz6 un ensayo tipo Southern blot. Para ello, se utiliz6 ADN genémico
de E. histolytica digerido con las enzimas Accl, Clal y EcoRI. La hibridacién se llevé a
cabo utilizando como sonda el gen EKSTT3 (2,163 pb) amplificado por PCR a partir de
DNA genémico y con los oligonucle6tidos E#STT3.atg y EKSTT3.stop.

Como resultado de la hibridacién de la sonda con los fragmentos de ADN
presentes en la membrana se observé que los carriles que contienen el ADN digerido
con las enzimas Accl y Clal presentan dos bandas de hibridacién y sélo se esperaba una
banda dado que el gen EESTT3 no contiene sitios de restriccién Accl ni Clal internos. Por
otro lado, el carril que contiene la digestién con la enzima EcoRI presenta tres bandas de
hibridacién. En este caso esperabamos dos bandas dado que este gen presenta en su
secuencia un sitic de reconocimiento por la enzima EcoRI en donde una de ellas era de
tamafio conocido (~3.8 Kb) dado que corresponde al inserto presente en las clonas
aisladas a partir del tamizado del banco genémico. Por lo tanto, los resultados sugieren

que el genoma de E. histolytica presenta dos copias del gen ERSTT3 (Fig. 12a).

IV.4 Transcripcion del Gen ERSTT3

Para analizar la expresién del gen EhSTT3 se realiz6 un ensayo tipo Northern
blot. Para ello, se utiliz6é ARN mensajero poli A (+) y poliA (-) y como sonda se emple6
un fragmento de ~1.2 Kb que corresponeden al extremo 5 del gen EhWSTT3. Los
resultados del Northern blot muestran que el ADN hibridé con una sola banda, lo que
indica que este gen se expresa como transcrito tinico con un peso molecular aproximado
de 2.2 Kb (Fig. 12b).
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Figura 12, QOrganizacién genémica y transcripcién del gen ERSTTS3. a) Southern blot.
ElADN total de E. histolytica (4 ug/carril) se digirié con las enzimas de restriccién:
1) EcolR1, 2) Clal y 3) Accl. Posteriormente, se sometié a electroforesis en un gel de
agarosa 1% y se transfirié a una membrana de nylon. La hibridacién se llevé a cabo con la

secuencia genémica de ERSTT3. Con un asterisco se marca la banda de 3.8 Kb que
corresponde al fragmento que se aisl6 a partir del tamizado del banco gendémico.
b) Northern blot. Tanto ARN poli A+ como poli A- (1pug/carril) se sometieron a
electroforesis en un gel de 1.2% agarosa-2.2M formaldehido y se transfirieron a
membrana al izual que ¢! Southern blot. Como sunda se uiilizd un fragmento de ~1.2 Kb

que corresponde al extremo 5’ del gen EhASTT3.
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IV.5 Obtencion de Anticuerpos Policlonales Contra la Proteina EhSTT3

IV.5.1 Expresion de la proteina recombinante 6xHis-DHFR-EhSTT3

La proteina EKSTT3 se expres6 en E. coli como proteina de fusién a 6xHis-DHFR
presentes en el extremo NH,-terminal (Fig. 14 y 15a). Para ello, se gener6 por restriccién
del producto de la técnica 3' RACE un segmento de 366 pb que codifica para una regi6n
de la protefina EKSTT3 altamente hidrofilica, de acuerdo con un andlisis hidropético de
la protefna realizado en el programa TMpred (Fig. 13). Esta region se cloné en el vector
PQE40 y como producto de esta clonacién se aislaron 7 clonas que contienen el vector
mads el inserto de interés. La expresién de la protefna se llevé a cabo por induccién del
promotor con 1 mM final de IPTG durante 2 hrs y el andlisis de la misma se realizé en
un gel SDS-PAGE al 15% a partir de lisados totales. Como control de la expresién se
analizaron lisados totales de cada una de las 7 cdonas que no fueron previamente
inducidas con IPTG y que se trataron bajo las mismas condiciones. Los resultados
muestran que las siete clonas expresan una proteina de aproximadamente 37 kDa que
corresponde al peso molecular esperado para la proteina de fusién 6xHis-DHFR-
EhSTT3. La figura 15a muestra la expresién de la proteina recombinante de una de las

clonas con la que se decidi6 continuar el estudio.

IV.5.2 Purificacién de la Proteina Recombinante 6xHis-DHFR-EASTT3

La purificacién de la proteina recombinante se llev6 a cabo por cromatografia de
afinidad sobre una matriz de agarosa Ni-NTA que presenta afinidad por moléculas
etiquetadas con 6 histidinas consecutivas. Para ello, las células que contienen la proteina
de fusi6n se lisaron en condiciones desnaturalizantes en presencia de 8 M urea.
Posteriormente, el dlarificado se incub6é con la agarosa Ni-NTA para permitir el
acoplamiento de la proteina a la resina y por tltimo, se realiz6 la elucién de la proteina
recombinante con 250 mM imidazol. Una vez que se colectaron las fracciones de interés,
se determiné su concentracién y se procedié a su andlisis en un gel 15% SDS-PAGE.
Este andlisis revel6 que las fracciones que se colectaron contienen una proteina de
~37 kDa que corresponde al peso molecular de la proteina de fusién (Fig. 15b). El
rendimiento que se cbtuvo fue de 2 mg/ml de la proteina recombinante a partir de

500 ml de cultivo.
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Fig. 13. Andlisis hidropatico de la secuencia polipeptidica de la
proteina EhRSTT3. Este anilisis se llevd a cabo en el programa
Hydropaty profile del paquete GeneWorks. Los resultados muestran
una regién altamente hidrofilica misma que se cloné en pQE40 vy se
expresd en E. coli.

BamHI

PQE40-ERSTT3 indit]

Fig. 14. Clonacién de un fragmento de 366 pb del
gen ERSTT3 (aztl marino, flanqueado por los sitios
de restriccibn BamHI-HindIII)) en pQE40. Este
fragmento se expresd en E.coli como proteina de
fusién a 6xHis-DHFR presentes en el extremo NH,-
ierminai (representades en amarillo y azil claro,

respectivamente}.
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Fig. 15. Anilisis electroforético de la expresién y purificacién de ia proteina
recombinante 6xHis-DHFR-EASTT3. a) Lisados totales de la clona 10 incubada en
presencia de IPTG (c/IPTG) o ausencia (s/IPTG). El carril que contiene la muestra
inducida con IPTG presenta una banda que corresponde a una proteina del peso
molecular esperado ~37 kDa que no se observa en el control sin inducir. b) Anilisis de
las fracciones colectadas durante la cromatograffa sobre agarosa Ni-NTA. El carril de

elucién muestra el grado de pureza de la protefna recombinante.

IV.6 Obtencién de Anticuerpos Policlonales anti-EhSTT3

Para generar anticuerpos policlonales cntra la proteina STT3 de E. histolytica se
llevé a cabo la inmunizacion de un conejo empleando como antigeno 100 pg de la
protefna recombinante 6xHis-DHFR-EKSTT3 previamente purificada. La inmunizacién
de este conejo se llevé6 a cabo cada 15 dias durante tres meses y la respuesta inmunitaria
del mismo hacia el antigeno se monitoreé por el método de ELISA. Para ello, se
sensibilizaron placas de ELISA con la protefna 6xHis-DHFR y 6xHis-DHFR-STT3 y se
incubarén tanto con el suero preinmune como con el suero hiperinmune. La diferencia
entre la deteccién de la proteina 6xHis-DHFR y la proteina recombinante 6xHis-DHFR-
EhSTT3 determina la respuesta inmune especifica contra la proteina de interés. Por lo
tanto, los titulos que se generaron contra la proteina EASTT3 al momento de la tiltima
sangria fueron de 1:35,240.

Los anticuerpos anti-EhSTT3 especificos se purificaron por cromatografia de
inmunoafinidad sobre una columna de sefarosa 4B acoplada a 6xHis-DHFR-EASTT3.
Para separar aquellos anticuerpos que reconocen a la proteina 6xHis-DHFR de los que

reaccionan contra la regién EhSTT3 se llevé a cabo la pre-adsorcién de los sueros en una
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columna de sefarosa 4B acoplada a 6xHis-DHFR. Como resultado de la cromatografia se
purificaron anticuerpos anti-E#STT3 a una concentracién de 80 pg/ml a partir de 15 ml

de suero hiperinmune.

IV.7 Caracterizacidn de los anticuerpos anti-EhSTT3

Para evaluar la especificidad de los anticuerpos anti-E#STT3 a partir de lisados
totales de E. histolytica, se llevé a cabo un ensayo tipo Western blot. Para ello, se
analizaron lisados equivalentes a 100,000 y 50,000 amibas y como control se incluyeron
muestras de 100 y 50 ng de la protefna recombinante 6xHis-DHFR-EKSTT3 y de la
proteina 6xHis-DHFR. Todas las muestras se sometieron a electroforesis en un gel 15%
SDS-PAGE y se transfirieron a una membrana. Para llevar a cabo el reconocimiento
primario se utiliz6 1 ug/ml del anticuerpo anti-E#STT3 previamente purificado. El
revel6é que los anticuerpos anti-ERSTT3 reconocen a una proteina en E. histolytica de
aproximadamente 65 kDa. Igualmente, los anticuerpos reconocen a la proteina
recombinante empleada como antigeno (~37 kDa) y por otro lado, no reconocen a la
proteina 6xHis-DHFR (~26 kDa), lo que indica que los anticuerpos que se purificaron
son especificos para EKSTT3 (Fig. 16). Es importante sefialar que la proteina EHSTT3
tiene un peso molecular tedrico de 82.7 kDa y que a través del ensayo Western blot se
observa que los anticuerpos anti-EhSTT3 reconocen a una proteina de ~65 kDa,
resultado que no es de sorprender dado que se ha reportado que esta proteina migra
an6malamente en geles SDS-PAGE por Io que se ha llegado a observar como una banda
de ~60 kDa [Karaoglu et al., 1997; Spiring et al., 1997].
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Fig. 16. Reconocimiento de los anticuerpos purificados por cromatografia de
inmunoafinidad. El carril 1 y 2 contienen lisados totales de 100,000 y 50,000 amibas
respectivamente. En los carriles 3 y 4 se cargaron 100 y 50 ng de protefna
recombinante y por ultimo, los carriles 5 y 6 contienen 100 y 50 ng de la proteina
6xHis-DHFR. Como puede observarse, los anticuerpos son especificos para la
proteina EASTT3 (camiles 1 y 2). Por otro lado, los anticuerpos reconocen a la
proteina recombinante empleada como antigeno (carriles 3 y 4) y no contra la
proteina 6xHis-DHFR (carriles 5 v 6).

IV.8 Localizacién Intracelular de la Proteina STT3 en E. histolytica

Una vez confirmada la especificidad de los anticuerpos anti-EhSTT3 por ensayo
Western blot, se procedi6 a realizar Ia citolocalizacién de la protefna STT3 en trofozoitos
de E. histolytica por inmunofluorescencia. Para ello, trofozoitos de E. histolytica se
incubaron con 5 pug/ml de anticuerpo anti-EKSTT3. También, se realizaron co-tinciones
de ADN con Ioduro de Propidio para observar nicdeo. Las muestras se analizaron en el
microscopio confocal y se procesaron en el programa VoxelView que permite la
reconstruccién de voliimenes en 3D. Al andlizar las imdgenes se observé que gran parte
de la sefial especffica de la proteina EXSTT3 se encuentra distribuida a lo largo de todo
el citoplasma pero ademds, se aprecia una sefial de alta intencidad en el nicleo dado

que co-localiza con el loducro de Propidio (Fig. 17 y 18).



Fig. 17. Inmunocitolocalizacion de la protefna EhSTT3
en trofozoitos de E. histolytica. La sefial de Is proteina
presente tantc en el citoplasma como en el nicleo es
representativa puesto que se observa en todas
lascélulas.

a) b) c)

10 um

Fig. 18. La presente figura muestra varics cortes transversales pasando a través del niicleo de las células
para determinar la citolocalizacién de la proteina STT3 en Entamoeba histica. a) distribucién intracelular
de la protefna STT3 en trofozoitos de Entamoeba histolytica. b) seital que corresponde al niicleo generada
por tincién de ADN con loduro de Propidio y por Gltimo, ¢) superposicién de ambas imégenes: en rojo se
muestra el nficleo y en verde la sefial de la protefna EASTT3. Como puede notarse, dentro del nécleo se
observa unz regién que no se tifie con Toduro de Propidio y que al momento de hacer Ia sobreposicién de las
dos primeras iméigenes, esta regitin esta ocupado por la proteina EASTT3.
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V. DISCUSISN

El principal interés de nuestro grupo de trabajo se ha enfocado en la clonacién y
caracterizacién de genes amibianos que codifican para proteinas que juegan un papel
clave en la via de trédfico intracelular y secrecién de proteinas en células eucariotes
Hpicas. Estas proteinas serdn empleadas como marcadores moleculares que nos
permitirdn determinar cuéles son los equivalentes funcionales de reticulo endoplédsmico
y aparato de Golgi en E. histolytica. Uno de los genes que resulta de nuestro interés se
cloné en el presente trabajo y codifica para la protefna EhSTT3, una subunidad del
complejo oligosacariltransferasa (OSTasa), responsable de la N-glicosilacién de
proteinas en células eucariotes [Zufferey et al., 1995; Spirig., et al., 1997].

El gen EhWSTT3 se aislé a partir del tamizado de un banco genémico de
E. histolytica y se complement6 por el método 3'-RACE. Esta secuencia presenta un
marco abierto de lectura de 2,163 pb que codifica para una protefna de 720 aminodcidos
cuyo peso molecular teérico es de 82.7 kDa, consistente con el peso molecular promedio
de protefnas STT3. Una de las principales caracteristicas del genoma de E. histolytica es
la presencia de un alto contenido de A y T (68%) en secuencias codificantes
[Gelderman et al., 1971; Tannich y Horsttnann, 1992]. En el caso de la secuencia que
codifica para la proteina EKSTT3, la composicién de bases corresponde en un 74% a los
nucleétidos A+T y en un 26% a los nucleétidos C+G, con un uso preferencial de A/T en
la tercera posicién. La confrontacién entre la secuencia genémica y la tabla de uso
preferencial de codones de E. histolytica mostré que la secuencia obtenida presenta,
como se esperaba, un uso preferencial de codones de este pardsito conservado en el

primer marco abierto de lectura, lo que confirma su origen amibiano.

Como parte de la caracterizacién del gen EhSTT3 se identificé por homologia de
secuencia una caja TATA putativa, TATTAAA, ubicada a -87 pb del sitio de inicio de la
transcripcién. También se caracterizaron los extremos 5 y 3’ no traducidos del ARN
mensajero del gen EXSTT3 por medio de la técnica 5 y 3™-RACE. Los extremos 5 y 3’ no
traducidos de ARN mensajeros de E. histolytica se caracterizan por ser extremadamente
cortos [Bruchhaus et al., 1993]. En el caso del transcrito del gen E#STT3 los extremos 5’ y
3’ no traducidos son de 10 nt y 31 nt de largo, respectivamente, resultado que confirma

lo descrito anteriormente. La secuencia de inicio de la transcripcién AATA ubicada en
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la posicién -10 difiere de las secuencias consenso ATCA 6 ATTCA reportadas para
E. histolytica [Bruchhauus et al., 1993]. Por otro lado, la secuencia que marca el término
de la transcripcién TAATT, localizada en la posicién 2,187, coincide con la secuencia
reportada TA*/;TT [Bruchhauusetal, 1993]. También, se observé que el ARN
mensajero del gen ERSTT3 es modificado co-transcripcionalmente por “capping”. El
“capping” es un proceso casi no estudiado en E. histolytica; sin embargo, en el
laboratorio se ha observado la presencia de un nucle6tido G en el extremo 5 de los
transcritos de los genes SEC61, ERD2, RAB8 y YAKI, no presente en las secuencias
genémicas. El transcrito EWSTT3 también es poliadenilado, un fenémeno
frecuentemente observado en ARN mensajeros de E. histolytica [Tannich et al., 1993].

La identidad de la proteina EhSTT3 con secuencias homélogas es de 37% a 41%.
El porcentaje de menor identidad se observé con D. melanogaster y el de mayor
identidad se observé con H. sapiens, lo que confirma que la proteina EkSTT3 estd
altamente conservada a lo largo de la evolucién. El alto grado de conservacién de esta
proteina puede ser un indicativo del compromiso funcional de la misma en la actividad
oligosacariltransferasa (OSTasa). En los ltimos afios, diversos estudios han generado
evidencia de que el proceso de N-glicosilacién estd conservado desde bacterias hasta
eucariotes superiores. Una de las evidencias estd basada en que la protefna STT3 de
S. cerevisiae presenta homologfa tanto de secuencia como de estructura con una proteina
arqueal [Lechner y Wieland, 1989].

La secuencia primaria de la proteina EFSTT3 se someti6 a varios andlisis de
hidropaticidad que coinciden en que esta proteina presenta en su secuencia 12 regiones
altamente hidrofébicas. Este resultado sugiere que la proteina EKSTT3 es una proteina
de membrana con 12 regiones transmembranales en su estructura al igual que proteinas

homélogas.

Para determinar el niimero de copias del gen EXSTT3 presentes en el genoma de
E. histolytica se llevé a cabo un Southern blot, empleando ADN gen6émico digerido con
las enzimas Accl, Clal y EcoRI y como sonda, la secuencia gendmica que codifica para ia
protefna EKSTT3 identificada en este trabajo. Los resultados sugieren que el genoma de
E. histolytica presenta dos copias del gen ERSTT3.

47




De antemano conocfamos que el gen EFSTT3 se expresa en E. histolytica dado que
un fragmento del mismo fue reportado como EST [Tanaka et al., 1997]. Sin embargo,
para conocer el tamafio del transcrito se llev$ a cabo un Northern blot utilizando como
sonda un fragmento de 1.2 Kb correspondiente al extremo 5 del gen EKSTT3. Los
resultados indican que este gen se expresa como transcrito tinico de aproximadamente
2.2 Kb. Si la hipétesis de que existen dos copias del gen EhSTT3, es probable que sélo
uno de ellos se estd transcribiendo, o se transcriben ambos, pero los dos transcritos son

del mismo tamano.

Para obtener anticuerpos anti-EESTT3 y poder determinar la localizacién
intracelular de la proteina EkSTT3 se llevé a cabo la expresién de un fragmento de la
proteina ErSTT3 recombinante en E. coli. Una de las caracteristicas de este fragmento es
que corresponde a una regi6én altamente hidrofilica de la proteina que facilita la
obtencién de anticuerpos contra la misma dado que la hidrofilicidad es una propiedad
que favorece su antigenicidad. Los anticuerpos se purificaron por cromatografia de
inmunoafinidad y la especificidad de los mismos se determiné por ensayo tipo Western
blot a partir de lisados totales de trofozoitos de E. histolytica. Este resultado mostré que
los anticuerpos reconocen a una proteina de ~65 kDa. A pesar de que la proteina
EhSTT3 tiene un peso molecular tedrico de 82.7 kDa se ha observado en células de
levadura que en geles SDS-PAGE migra an6malamente como una protefna de ~60 kDa
[Karaoglu et al., 1997; Spiring et al., 1997], por lo que, no es de sorprender que los
anticuerpos reconozcan en amiba una protefna con una movilidad relativa menor a la

esperada.

Las proteina STT3 de levadura es una proteina de membrana de RE que forma
parte del complejo oligosacariltransferasa, responsable de la N-glicosilacion de
proteinas [Zuferey et al., 1995; Yoshida et al., 1995). La localizacién intracelular de esta
proteina se ha estudiado principalmente con mutantes termosensibles
[Zuferey et al., 1995; Yoshida et al., 1995]. La citolocalizacién de la proteina EhSTT3 en
trofozoitos de E. histolytica se llevé a cabo por microscopia confocal inmunofiuorescente
utilizando los anticuerpos especificos anti-ERSTT3. Los resultados muestran que parte
de la sefial correspondiente a la proteina E4STT3 se encuentra localizada de manera
difusa a lo largo de todo el citoplasma; sin embargo, la sefial de mayor intensidad se

observé concentrada en una cierta regién del nicleo dado que co-localiza con el
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colorante ioduro de propidio. Es importante sefialar que en los tltimos afios diversos
estudios sugieren que el nucleoplasma de células de mamifero [Fricker et al., 1997],
plantas [Collings et al., 2000], insectos {Hochstrasser y Sedat, 1987], entre otros, contiene
estructuras de doble membrana con un amplio rango de morfologfas como
invaginaciones 6 canales cuyo espacio intermembranal presenta protefnas residentes de
RE como la protefna disulfuro isomerasa, una protefna residente del lumen del RE
[Fricker et al, 1997]. En el caso de E. histolytica, la proteina EhSTT3 puede estar
localizada en este tipo de estructuras que pudieran servir de base en las diferentes
etapas del proceso de N-glicosilacién de protefnas y que posiblemente, corresponden al
equivalente funcional de reticulo endopldsmico en este parésito. La co-localizacién de
otros marcadores moleculares de RE como la protefna SEC61, PDI, ERD2 y SRP54 de
amiba con la proteina EKSTT3 nos permitird especular con mayor certeza acerca de
c6mo se encuentra organizada la via de tréfico intracelular y secrecién de protefnas en
E. histolytica. Por otro lado, los anticuerpos generados en el presente trabajo son una
herramienta ttil para la caracterizacién de fracciones subcelulares enriquecidas con este
marcador, asi como para analizar la morfologia de cada fraccibn por inmuno-

microscopia electrénica.
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VI. CONCLUSIONES

1)

2)

3)

4)

5)

Como una de las primeras evidencias moleculares de la existencia de un posible
mecanismo de N-glicosilacién de proteinas destinadas a la via de tréfico intracelular
y secrecién de proteinas, se cloné el gen que codifica para la proteina STT3 de
E. histolytica, una subunidad del complejo oligosacariltransferasa. Este gen presenta
un marco abierto de lectura de 2,163 pb que codifica para una proteina de 82.7 kDa.

La protefna ERSTT3 presenta una identidad entre 37% y 41% con secuencias
homoélogas. Este alto grado de conservacién puede ser un indicativo del

compromiso funcional de la protefna en la actividad oligosacariltransferasa
{(OSTasa).

Diversos andlisis de hidropaticidad mostraron que la proteina EFSTT3 presenta en
su secuencia 12 regiones altamente hidrofébicas que coinciden con las regiones
transmembranales identificadas para proteinas homdélogas, por lo que podria

tratarse de una proteina de membrana.

El andlisis tipo Southern blot sugiere que en el genoma de E. histolytica presenta dos
copias del gen EBSTT3. Por otro lado, el estudio de Northern blot indica que el gen

EhSTT3 se expresa como transcrito tinico de aproximadamente 2.2 Kb.

La localizacién intracelular de la protefina EKSTT3 se observé principalmente en el
nidleo el cual, probablemente esté asociado fisicamente a estructuras involucradas

en el proceso de N-glicosilacion de protefnas.
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VII. APENDICE

VIII Medios de Cultivo (1 L)

L. LB
NaCl 10g
Bacto triptona 10g
Extracto de Levadura S5g
Bacto-agar en caso de medio s6lido 15g
Autoclavear 20 min a 120°C

IL SOC
Triptona 20g
Extracto de Levadura 5g
Na(l 058 ¢
KCl 019g
En condiciones estériles se le adiciond lo siguiente:
MgCl, 1M 10 ml
MgSO, 1M 10 ml

Glucosa 20% esterilizada por filtracién.

OI.  BI-S-33 [Diamond et al., 1978)

Peptona de Biotriptasa
Dextrosa

Na(l

KH,PO,

K,HPO,

L cistefna hidroclorada
Acido ascérbico

Citrato de amonio férrico

3.65%
1.21%
1.24%
0.07%
0.12%
0.012%
0.024%
0.0057%

Después de esterilizar se adiciona 15% de suero de ternera (inactivado) y 3% de

vitaminas-Tween 80.
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Na(Cl 5g
MgSO, 5g
Ext. de Levadura S5g
Peptona de Caseina 10g
Agar en caso de medio sélido 15¢g
Agar suave l4g
VIL.2 Reacciones de PCR
Para una reaccién de 100 ul se emplearon los sguientes componentes:
2,5 mM dNTP’s 8 ul
Amortiguador de reaccién 10 pl
Oligonuclestidos 20 pmoles
Templado A consideracién segtin sea el caso.
5 U/ul Taq DNA polimerasa 0.8 ul
Agua estéril El volimen necesario para aforar 100 pl.

La reaccién se llevé a cabo en un Perkin-Elmer Cetus 9600 empleando el

siguiente programa de ciclos:

1 ciclo Temperatura de desnaturalizacién 94°C 1 min
30 ciclos Temperatura de desnaturalizacién 94°C 1 min
Temperatura de apareamiento 42°C /50°C 2 min
Temperatura de polimerizacién 72°C 3 min
1 ciclo Temperatura de polimerizacién 72°C 7 min

VIL3 Pldsmidos empleados

pBSSK (-) (pBluescript SK -, Stratagene), un vector de 2,958 pb empleado en la clonacién

de fragmentos de ADN para su secuenciacién.
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PQEA40 (QIAGEN), un vector de 4,003 pb utilizado para la expresiéon de la proteina
EhSTT3 recombinante.

VIL.4 Secuencias de Oligonucledtidos

I. Oligos especificos de el gen ERSTT3

EhSTT3.5a2 5'- ATT AAA ATA TGG ATC AAATIC-3'

EhSTT3.atg 5-TGGATCCGGT TTCTTT AAAACACTTGT -3
EhSTT3.stop 5- A AAG TAA TGA ATC AAT TGG AT -3

ERSTT3.Els 5- C GGA TCC TGG GAT TAT GGT TAT CAA ATA -3'
EnSTT3.E2s 5'- C GGA TCC GAT ATT AAT AAATTCTTA TGG -3'
EhSTT3.5a 5'- AAA CAT ATG CTC CCC ATG -3’

ERSTT3.1s 5-TTC TTG GAT CTT CAT TGT TTA-3"

EhSTT3.2s 5-CGC GGA TCC TTA CTT AGT GGT ATT GCT CTT-3°
EnSTT3.2a 5-AAG AGC AAT ACC ACT AAGTAA-3"

Las secuencias subrayadas corresponden a sitios BamHI.

IL Oligos universales de pBSSK (-)

SK 5- CGC TCA GAA CTA GTG GATC ¥
KS 5- TCG AGG TCG ACG GTA CT -%
Reverse 5-GGA AAC AGCTAT GACCATG-¥

Oligos empleados en la técnica 5' y 3’ RACE

Oligo AUAP-B 5'- GGC CAC GCG TCG ACT AGT AC(C),, GGA TCC -3’
Olige dC 5-(C)y, -3
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