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Resumo

Crescentes evidéncias mostram que a organizacdo espacial da
transcricdo € um fator epigenético importante na regulagdo génica em
eucariotos. Em células de mamiferos, os genes sao transcritos em estruturas
nucleares discretas conhecidas como fabricas de transcricdo, e genes com
fungdes relacionadas e co-regulados compartiiham as mesmas fabricas de
transcricdo. Plasmodium falciparum apresenta um padrao de expressao
génica bastante complexo durante o ciclo eritrocitico, contrastando
paradoxalmente com o baixo numero de putativos fatores de transcricao
codificados pelo seu genoma. Por outro lado, mecanismos epigenéticos sao
importantes na regulacdo génica neste parasita. Nesta tese, investigamos a
organizagao da transcricdio em P. falciparum visando determinar se a
organizagao nuclear esta relacionada com a expressao/regulagao génica ao
longo do desenvolvimento do parasita.

Com este objetivo, marcamos transcritos nascentes com BrUTP em
formas eritrociticas de P. falciparum. Assim como em mamiferos, a
transcricdo no parasita também esta organizada em focos nucleoplasmicos
discretos, chamados fabricas de transcricdo. Analises automatizadas de
imagens em 3D mostram que o numero e a intensidade das fabricas de
transcrigao variam durante o ciclo eritrocitico, estando correlacionados com o
numero de genes expressos em cada estagio, mas ndao com o volume
nuclear. O baixo numero de fabricas indica que os genes ativos compartilham
as fabricas enquanto estdo sendo transcritos.

Surpreendentemente, as fabricas sado espacilamente redistribuidas
durante o desenvolvimento de anéis para trofozoitas, com a periferia nuclear
sendo a zona de transcricdo favorita nos anéis, enquanto nos trofozoitas as
fabricas estao igualmente distribuidas por todo o nucleoplasma. Também
observamos que a transcricdo por RNA polimerase | ocorre principalmente
nas areas centrais dos nucleos em trofozoitas, sugerindo que os
componentes nucleolares podem ser dispersos devido a entrada na fase S.

Assim como nos eucariotos superiores, as fabricas de transcricdo em P.
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falciparum também se localizam em areas nucleares com baixa densidade de
cromatina.

Analises de imunofluorescéncia combinando incorporacéo de BrUTP
com marcadores nucleares mostram que as fabricas de transcricdo formam
um compartimento exclusivo, diferente do compartimento de silenciamento
definido por PfSir2A ou do compartimento de cromatina ativa definido por
H4ac ou H3K79me3. Para estudar a organizagao espacial da cromatina e
entender como o0s genes co-regulados interagem com as fabricas de
transcricdo, decidimos realizar ensaios de hibridizagao fluorescente in situ
(fluorescence in situ hybridization, FISH).

Durante a realizagdo de ensaios de FISH seguindo protocolos
publicados, observamos uma grande variagdo na morfologia nuclear dos
parasitas, 0 que nos moveu a otimizar esta técnica. Utilizando analises
automatizadas de imagens, mostramos que os parasitas desidratados por
secagem ao ar e fixados por curtos periodos de tempo a temperatura
ambiente apresentam uma variagao intra-populacional maior em relagao a
forma e ao volume nucleares apds o ensaio de FISH, assim como valores de
volume quase duas vezes maiores, do que nucleos de parasitas fixados em
suspensao por longos periodos de tempo e em baixas temperaturas.
Também observamos que a fixacdo em suspensao leva a uma melhor
conservagao da estrutura nuclear, e indices de colocalizagdo mais altos para
duas sondas de repeticdes adjacentes das extremidades cromossémicas,
Rep20 e teldbmeros. Em resumo, nossos resultados mostram que o tipo de
protocolo de fixagao utilizado antes da realizagdo do desenvolvimento de
FISH é um fator crucial para a conservagao apropriada da arquitetura

nuclear.
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Abstract

Growing evidence points that transcription spatial organization is an
important epigenetic factor for eukaryotes gene regulation. In mammalian
cells, genes are transcribed in discrete nuclear structures known as
transcription factories, and developmentally co-regulated, functionally related
genes have been shown to share factories. Plasmodium falciparum shows a
remarkably complex pattern of gene expression during the erythrocytic cycle,
paradoxically contrasting with the low number of putative transcription factors
encoded by its genome. However, epigenetic mechanisms are important for
gene regulation in this parasite. In this thesis, we investigated transcription
organization of P. falciparum in order to determine if nuclear architecture is
related with developmentally regulated gene expression.

To this aim, we have labeled nascent transcrips with BrUTP in P.
falciparum erythrocytic forms. Transcription in organized in discrete
nuceloplasmic foci, the transcription factories. Automated 3D analysis of
confocal images shows the number and intensity of transcription factories
change during the erythrocytic cycle, correlating with the number of genes
expressed at each stage but not with the nuclear volume. The low number of
factories indicates that active genes share factories while being transcribed.

Unexpectedly, factories spatially redistribute from ring to trophozoites,
being the nuclear periphery the preferential transcription zone in rings while in
trophozoites factories are equally distributed throughout the nucleoplasm. We
also observed that RNApolymerase | transcription occurs mostly at central
nuclear areas in trophozoites, suggesting that nucleolar components may be
dispersed upon S phase transition. Like in higher eukaryotes, in P. falciparum
transcription factories occur on nuclear areas with low chromatin density.

Immunofluorescence analysis of P. falciparum nuclear markers
combined with BrUTP incorporation show that transcription factories are a
novel and exclusive nuclear compartment, different from the silent
compartment defined by PfSir2A or the active chromatin compartment defined
by H4ac and H3K79me3. In order to study the spatial organization of

chromatin, and how co-regulated, functionally related genes interact with
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transcription factories, we decided to perform fluorescence in situ
hybridization (FISH).

While performing FISH with published protocols, we observed great
variation in the parasite nuclear morphology, prompting us to optimize this
technique. Using automated image analysis, we show that parasites
dehydrated by air-drying and fixed for short periods at room temperature
present after FISH higher intra-population variation of nuclear shape and
volume, as well as almost two-times higher relative volume values, than
parasite nuclei fixed in suspension for long periods at low temperatures. We
also observe that longer fixation in suspension leads to improved
conservation of the nuclear structure, with chromosome end clusters
preferentially locating at the nuclear periphery, and higher colocalization
indexes for two adjacent chromosome end probes, Rep20 and telomere.
Overall, our results show that the type of fixation protocol applied prior to

FISH is crucial for the conservation of nuclear architecture.
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1. Introducgao

1.1 A doencga e o parasita

Anualmente ocorrem de 300 a 500 milhdes de casos de malaria em
todo o mundo, resultando em mais de 1 milhdo de mortes. Quase metade da
populagdo mundial vive em areas endémicas da doencga, que € transmitida ao
homem pela picada do mosquito Anopheles. A malaria de humanos é
causada por quatro espécies de parasitas do género Plasmodium (filo
Apicomplexa): P. falciparum, P. vivax, P. malariae e P. ovale. Recentemente,
foi descrito que P. knowlesi, um plasmodio que normalmente infecta primatas,
pode também infectar humanos com certa freqléncia, sobretudo no sudeste
asiatico, e é potencialmente fatal (Cox-Singh et al., 2008; White, 2008), e
desde entédo P. knowlesi tem sido considerada a quinta espécie causadora de
malaria em humanos.

De todas essas espécies, P. falciparum é a mais mortal e portanto a
mais estudada. O parasita apresenta um ciclo de vida complexo,
compreendendo diversos estagios de desenvolvimento distintos tanto em
termos morfolégicos quanto em termos moleculares (figura 1). Durante a
picada do mosquito Anopheles, a forma do parasita denominada esporozoita
€ inoculada na pele do hospedeiro (figura 1-1). Os esporozoitas migram, via
corrente sanguinea, até o figado (figura 1-2), onde infectam os hepatdcitos
(figura 1-3). Durante esse estagio, que em infeccao por P. falciparum é curto
e assintomatico, os esporozoitas multiplicam-se e diferenciam-se em
merozoitas, que deixam o figado em estruturas chamadas merossomos
[figura 1-4; (Sturm et al., 2006)] para entrar na corrente sanguinea e invadir
os eritrocitos em circulagédo, estabelecendo assim o ciclo eritrocitico ou
assexual (figura 1-5). O ciclo eritrocitico € o responsavel pelos sintomas da
malaria e pela perpetuagcdo do parasita no hospedeiro. Nos eritrocitos, os
merozoitas diferenciam-se na forma chamada de anel, que cresce a medida
que se desenvolve em trofozoita, um estagio morfologicamente distinto. Os

trofozoitas continuam a crescer até quando a replicacdo de DNA se inicia,



estabelecendo-se entdo a fase de esquizogonia. Durante essa fase, um unico
trofozoita se multiplica diversas vezes de forma assexuada, originando de 8 a
32 merozoitas. Os merozoitas rompem o eritrocitos e caem na circulagao,
invadindo novas hemacias. Eventualmente, alguns trofozoitas ndo entram em
esquizogonia, mas se desenvolvem em gametdcitos masculinos ou femininos
(figura 1-6), que serao transmitidos ao mosquito durante uma picada. No
mosquito, os gametdcitos diferenciam-se em gametas, que se reproduzem
sexuadamente por fecundacgao (figura 1-7). O zigoto, denominado oocineto
(figura 1-8), invade a parede do epitélio do tubo digestivo e diferencia-se no
oocisto, a fase na qual ocorre multiplicacdo por esporogonia, originando os
esporozoitas, que rompem 0 oocisto e migram para a glandula salivar do
mosquito (figura 1-9), sendo inoculados em humanos durante uma proxima

picada (figura 1-10).
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Figura 1. Ciclo de vida do parasita Plasmodium falciparum. (1-4) ciclo hepatico; (5-6)
ciclo eritrocitico; (7-10) ciclo sexual e esporogonia. (modificado de
http://www.path.org/vaccineresources/details.php?i=747.)

Uma das caracteristicas mais marcantes do ciclo eritrocitico & a
intensa remodelagem que o parasita induz na hemacia infectada. A fim de
escapar do sistema imune, P. falciparum modifica a superficie do eritrécito,

expressando proteinas que aderem a receptores do endotélio capilar e da



placenta (Maier et al., 2009). Esse fenbmeno é chamado de citoadesao ou
sequestro e é mediado pela P. falciparum erythrocyte membrane protein 1, ou
PfEMP1. A citoadesdo é um dos principais mecanismos de escape da
resposta imune e pode ocorrer em 6rgéos vitais como o cérebro (malaria

cerebral) e a placenta (malaria associada a gravidez — ver figura 2).
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Figura 2. Mecanismos de patogénese mediados por PfEMP1. Acima, receptores
reconhecidos por diferentes variantes de PfEMP1 em diferentes 6rgaos, levando a
citoadesdo; ao lado, adesdo célula-celula mediada por PfEMP1; abaixo, ondas de
parasitemia observadas em pacientes correspondem a diferentes variantes de PfEMP1
majoritariamente expressas na populagao (Miller et al., 2002).

Além disso, PfEMP1 pode mediar outros mecanismos de patogénese
tal como rosetting de hemacias infectadas e nao infectadas, clumping de
eritrocitos infectados e ligagao a células dendriticas, causando atenuacao da
resposta imune. A adesao a diferentes tipos de receptores € mediada por
diferentes tipos de PfEMP1, que sdo expressas clonalmente e estao sujeitas
a variagao antigénica, ou seja, um unico parasita expressa um unico tipo de
PfEMP1 num dado momento (Miller et al., 2002; Pierce and Miller, 2009;
Scherf et al., 2008). Antes que o sistema imune do hospedeiro possa produzir
anticorpos contra a variante de PfEMP1 expressa na populagao e eliminar os

eritrocitos infectados, alguns poucos parasitas passam a expressar uma nova



sequéncia de PfEMP1, escapando assim da resposta imune e dando inicio a

uma nova onda de parasitemia (ver figura 2).

1.2 Organizagao do genoma nuclear de P. falciparum

O genoma nuclear de P. falciparum contém ~ 23 Mb distribuidos em
14 cromossomos hapldides que variam de ~ 0.6 a 3.3 kb. Extremamente rico
em AT (aproximadamente 80%), codifica cerca de 5300 proteinas, das quais
apenas 40% apresentam homologia com proteinas conhecidas (Gardner et
al., 2002).

Os cromossomos de Plasmodium ssp. possuem regides centrais
sinténicas contendo sobretudo genes housekeeping, enquanto a maior parte
dos genes que codificam fatores de viruléncia e proteinas exportadas para a
membrana dos eritrocitos esta localizada proxima as extremidades
cromossémicas (Gardner et al.,, 2002). Em P. falciparum, as extremidades
cromossbmicas sdao compostas de teldbmeros seguidos por uma regiao
subtelomérica de estrutura conservada. Os teldmeros sdo compostos por
repeticdes GGGTT(T/C)A de 1650 bp em média na cepa 3D7, seguidos por
uma regiao subtelomérica nao codificante de 15-30 kb composta de por seis
regides conservadas denominadas telomere-associated repetitive elements,
ou TAREs (Figueiredo et al., 2002; Figueiredo et al., 2000; Gardner et al.,
2002). As TAREs sao classificadas entre TARE 1 a 6, sendo TARE 6 —
também chamada de Rep20 (Oquendo et al., 1986) — a mais longa de todas
as TAREs, com tamanho total de 6 a 23 kb, dependendo do brago do
cromossomo analisado (Figueiredo et al., 2002).

Um aspecto bastante curioso — e unico — € a organizagao do rDNA em
Plasmodium. Ao contrario de outros eucariotos, que possuem diversas copias
de unidades rRNA em tandem arrays, P. falciparum possui apenas 7
unidades 18S-5.85-28S rRNA distribuidas em diferentes cromossomos.
Essas unidades de rRNA possuem sequiéncias diferentes e sao classificadas,
de acordo com a fase do ciclo de vida em que sdo expressas, em asexual
type, ou A-type (duas unidades funcionais, localizadas nos cromossomos 5 e

7), e sexual type, ou S-type (duas unidades funcionais, localizadas nos



cromossomos 11 e 13 - Gardner et al., 2002; McCutchan et al., 1988; Waters
et al., 1995). As trés unidades restantes de 18S-5.8S-28S rRNA nao foram

caracterizadas funcionalmente. Além disso, ha também trés genes de 5S

rRNA, localizados em tandem no cromossomo 14 (Gardner et al., 2002).

1.3 Controle molecular do desenvolvimento

Durante as ~48 horas de um ciclo celular da fase eritrocitica, P.

falciparum passa por quatro estagios de desenvolvimento morfologicamente

distintos: o anel, o trofozoita, o esquizonte e o merozoita (figura 3). Com

excegao de diferencas fisiolégicas mais evidentes, tais como os merozoitas

serem especializados na invasao de eritrocitos e esquizontes na replicagao

de DNA, pouco se sabia das particularidades moleculares de cada fase.
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Em 2003, com a publicagcdo do transcriptoma de P. falciparum,
comegou a surgir uma idéia mais clara dos eventos moleculares que
governam o desenvolvimento do parasita ao longo do ciclo eritrocitico
(Bozdech et al., 2003; Le Roch et al., 2003). Embora se tivesse uma idéia
entdo de que alguns genes, incluindo genes housekeeping, eram regulados
de maneira estagio-especifica (Cheesman et al., 1998; Delves et al., 1990;
Horrocks et al., 1998; Horrocks et al., 1996; Lanzer et al., 1992a; Lanzer et
al., 1992b; Waters et al., 1989; Wesseling et al., 1989), os estudos de
transcriptoma revelaram que este fenébmeno é muito mais comum do que se
pensava. Ao contrario do que ocorre em eucariotos superiores e leveduras,
nos quais apenas cerca de 15% dos genes sao periodicamente regulados,
em P. falciparum mais de 75% dos genes expressos ao longo do ciclo
eritrocitico sdo regulados de maneira estagio-especifica. Este padrao de
regulagdo da transcricdo sO6 é visto em organismos em fase de
desenvolvimento, e portanto reforca a idéia de que um ciclo celular de P.
falciparum equivale a um ciclo de desenvolvimento/diferenciagdo (Bozedch et
al., 2003; Le Roch et al., 2003).

Ainda mais surpreendente foi a descoberta de que genes
funcionalmente relacionados, sejam grupos de genes housekeeping ou
grupos de genes envolvidos na evasao do sistema imune, s&0 co-expressos,
com um unico pico de ativacdo durante o ciclo (figura 4). A ativacdo da
transcricdo dos grupos de genes relacionados ocorre just-in-time, isto €,
pouco antes da necessidade de utilizagao das proteinas por eles codificadas;
por exemplo, a transcricdo dos genes que codificam proteinas envolvidas na
invasao se inicia apenas nos esquizontes (Bozdech et al., 2003; Le Roch et
al., 2003). Esse modo de ativagao génica foi chamado de.

Além disso, com excecdo do cluster de genes do grupo SERA
localizado no cromossomo 2, ndo se observou padrao de ativagao estagio-
especifica em regides cromossdmicas continuas, sugerindo que a ativagao
dos genes ocorre de maneira individualizada (Bozedch et al., 2003).

Trabalhos subsequentes demonstraram que a regulagao periddica dos
genes nao € exclusiva do estagio eritrocitico: diversos genes expressos
durante o estagio hepatico e o desenvolvimento sexual (gametdcitos)

também séao regulados ao longo do desenvolvimento (Silvestrini et al., 2005;



Tarun et al., 2008; Young et al., 2005). Um outro caso bastante atipico é a
regulagdo das unidades A-type e S-type de rRNA: as duas unidades de A-
type, A1 e A2, sdo expressas exclusivamente durante o ciclo eritrocitico,
enquanto que as duas unidades S-type, S1 e S2, sdo transcritas
exclusivamente em fases sexuais (McCutchan et al.,, 1988; Waters et al.,
1989). Um estudo em P. berghei demonstrou que durante o ciclo eritrocitico
uma parcela da populagcdo expressa também S1 e S2, e as freqiéncias de
parasitas expressando essas unidades coincidem com as frequéncias de
gametocitogénese (Waters et al., 1997). Portanto, a regulacdo estagio-
especifica da expressao génica € um fenbmeno extremamente comum, seja

durante o ciclo celular ou durante o desenvolvimento do ciclo de vida.

1.4 Regulagao da expressao génica em P. falciparum

Apesar dos avangos obtidos com o sequenciamento do genoma do
parasita (Gardner et al., 2002) e com os estudos do transcriptoma (Bozdech
et al., 2003; Gunasekera et al., 2007; Le Roch et al., 2003; Silvestrini et al.,
2005; Tarun et al., 2008; Young et al., 2005), os mecanismos moleculares da
regulagao estagio-especifica dos genes de P. falciparum permanecem pouco
conhecidos.

Os genes de P. falciparum possuem estruturas candnicas, contendo
regides 5’ e 3’ ndo-traduzidas, promotores bipartidos e introns e, ao contrario
de tripanossomas, possuem transcricdo monocistrénica (Horrocks et al.,
1998; Lanzer et al., 1992b; Lanzer et al., 1994).

O alto conteudo de AT do genoma do P. falciparum (90% em média
nas regides nao codificantes; Gardner et al., 2002) frustrou a descoberta de
sequéncias reguladoras por métodos de bioinformatica/filogenia classicos
baseados em sequéncias reguladoras de outros organismos, com excegao
da TATA box (Ruvalcaba-Salazar et al., 2005). Contudo, evidéncia
experimental acumulada por mais de uma década demonstrou que
sequéncias curtas e simples nas regides promotoras exercem papel
regulador na expressao génica estagio-especifica em Plasmodium. O

primeiro motivo regulador putativo identificado foi o da regido promotora do



gene que codifica a glycophorin-binding protein [GBP130; (Lanzer et al.,
1992b)]. Trabalhos subseqlientes demonstraram que diversos outros genes
também possuem em suas regides promotoras sequéncias suficientes para
garantir a expressao estagio-especifica de reporteres epissomais (Crabb and
Cowman, 1996; de Koning-Ward et al., 1999; Dechering et al., 1999; Eksi et
al., 2008; Gunasekera et al., 2007; Horrocks et al., 1996; Lopez-Estrano et
al., 2007; Militello et al., 2004; Olivieri et al., 2008; Porter, 2002; Young et al.,
2008). Contudo, um estudo comparando as atividades do promotor gbp 130
epissomal e enddégeno demonstrou que, ao contrario do gene enddgeno, o
promotor epissomal perde sua atividade estagio-especifica, tornando-se
constitutivamente ativo. Os autores atribuiram a perda de expresséao estagio-
especifica a aparente mudanga na estrtura dos nucleossomos no promotor
epissomal e concluiram que fatores epigenéticos podem estar envolvidos na
expressao estagio-especifica em Plasmodium (Horrocks and Lanzer, 1999).
Portanto, sequéncias regulatérias podem comportar-se diferentemente
quando removidas do seu contexto cromossdémico, e o uso de promotores
epissomais para estudo da expressdo estagio-especifica durante o ciclo
eritrocitico deve ser considerado com certa cautela.

Assim como em diversos outros eucariotos, o genoma de P. falciparum
codifica uma maquinaria basal de transcricdio por RNA polimerase |l
(RNApolll) e de fatores associados a transcricao [TAFs — (Callebaut et al.,
2005)]; contudo, nédo foram encontrados ortélogos de outros fatores de
transcricdo candnicos. Oposto a essa situagao, os genes de P. falciparum
possuem mais sequéncias reguladoras em cis do que qualquer outro genoma
analisado (van Noort and Huynen, 2006), levando os autores desse estudo a
propor um modelo de regulagdo combinatéria da expressdo génica em P.
falciparum. Segundo este modelo, os poucos fatores de transcricao
disponiveis interagem de maneira combinatéria com os elementos
reguladores em cis de forma a regular a expressao estagio-especifica dos
genes.

Entretanto, a paradoxal auséncia de fatores de transcricdo em
Plasmodium foi desafiada pela identificacdo da primeira familia de fatores de
transcricdo especifica de apicomplexos, chamada de ApiAP2 (Balaji et al.,

2005). Em P. falciparum, os 26 membros desta familia possuem um pequeno



motivo de ligacdo de DNA de integrase conservado, encontrado também na
segunda maior familia de fatores de transcricdo especificos de plantas,
Apetala2/fator de resposta ao etileno (AP2/ERF).

—— Transcrption machinery

(5.0)
Ring . Schizont

Cytoplasmic
translation machinery
{5.8)

&S

;r 11 A
e aciin,

ring/early trophozoite

® -
D Glycolylic pattrway
§ ®i 43)
£
g
rew
2z ) |
2 \_d Ribonucleatide synthesia
= @ ' (6.1)
c \a
=

Deoxynudeotide synthesis
9.8)

DNA replication machinery
{7.8)

TCA &
6.2) g

Proteasome
2.5)

Plastid ganome

{1.3)
L
= Mearozoite invasion
S - 25.6)
<
5}
"
e
X
’ Actin myosin motik
B {20.9) ¥ d

Early ring transcripts

o M
(25.7)
L ‘ A
1 12 24 * 48

":'#.
Hours 1 6 12 18 24 30 36 42 48

log,(Cy5/Cy3) NN
-6 0 6

Figura 4. Transcriptoma do ciclo eritrocitico. Ao centro, um diagrama demonstrando a
atividade transcricional de 2.712 genes ativados durante as 48 horas do ciclo eritrocitico,
sendo que verde demonstra atividade abaixo da média e vermelho demonstra atividade
acima da média; os genes foram dispostos ao longo do eixo y de acordo com a fase de
ativagdo (correlacionada com as fases do parasita, mostradas & esquerda). A direita, um
esquema mostrando grupos de genes funcionalmente correlacionados e que séo
ativados/desativados concomitantemente (Bozdech et al., 2003).



A caracterizacao funcional de fatores ApiAP2 demonstrou que estes
reconhecem motivos especificos localizados nas regides 5 upstream de
grupos funcionais de genes co-expressos, tanto no ciclo eritrocitico quanto
em fases do ciclo sexual (De Silva et al., 2008; Llinas et al., 2008; Yuda et al.,
2009). Dado que tais motivos estdo presentes apenas em genes co-
regulados/co-expressos, especula-se que a familia de fatores ApiAp2 tenha
um papel importante na regulacdo da expressado estagio-especifica em

Plasmodium.

1.5 Formas alternativas de regulacao da transcrigcao durante o

ciclo eritrocitico

Evidéncias de estudos de bioinformatica sugerem que P. falciparum
possui um variado repertorio de RNAs estruturais nao codificantes (ncRNAs)
que podem influenciar os padrées de expressdo génica. Em um dos estudos
(Mourier et al., 2008) foram identificados 33 ncRNAs expressos no ciclo
eritrocitico, sendo que alguns sao regulados de maneira estagio-especifica.
Outro trabalho encontrou diversos RNAs estruturais de P. falciparum que
constituem componentes da maquinaria de transcrigdo em outros eucariotos
(Chakrabarti et al., 2007). Um terceiro estudo descreveu ncRNAs transcritos
a partir das regides centroméricas (Li et al., 2008). Os autores propuseram
um papel de regulagao da estrutura da cromatina por esses ncRNAs, contudo
essa hipétese ainda necessita ser validada.

RNA polimerase |l (RNApolll) de P. falciparum transcreve grandes
quantidades de RNA antisenso de diversos loci gendémicos, que parecem ser
regulados de maneira estagio-especifica (Militello et al.,, 2005). A fungao
desses RNAs é desconhecida, sobretudo porque o genoma de P. falciparum
nao codifica uma maquinaria conservada de RNAI (Militello et al., 2008).

Analises em escala gendbmica demonstraram que as taxas de
decaimento de mRNA aumentam drasticamente ao longo do ciclo eritrocitico.
Na fase de anel, a meia-vida média dos mRNAs € de 9.5 min, enquanto que
em esquizontes esse numero sobe para 65 min (Shock et al., 2007). Os

autores desse estudo argumentaram que mecanismos de regulacdo pos-
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transcricional podem ser importantes para genes expressos em esquizontes,

e permitem um acumulo de mRNA nesse estagio.

1.6 Controle epigenético da expressao génica e genes var

Durante os ultimos anos, ficou evidente que fatores epigenéticos
exercem um papel no controle da expressao génica em P. falciparum. Com a
publicagdo do genoma do parasita, descobriu-se que, em contraste a
aparente auséncia de fatores de transcricdo candnicos, P. falciparum possui
uma maquinaria completa de proteinas de modificacbes e remodelagem de
cromatina, sugerindo que modificacdes epigenéticas seriam um mecanismo
fundamental da regulagcdo da transcricdo nesse parasita (Gardner et al.,
2002). A cromatina de P. falciparum, assim como a maioria dos eucariotos,
esta organizada em nucleossomos, compostos de um octamero de duas
copias de cada uma das histonas H2A, H2B, H3 e H4, envolvido por 147
pares de bases de DNA (Cary et al., 1994). Contudo, o parasita nao contém a
histona H1, que sela o nucleossomo e ajuda a estabilizar a estrutura da
cromatina (Miao et al., 2006).

Grande parte do conhecimento funcional sobre a epigenética desse
parasita veio dos estudos da familia multigénica var, que codifica PfEMP1
(Baruch et al., 1995; Smith et al., 1995; Su et al., 1995). Ha grande interesse
no estudo da regulagdo dos genes porque a expressiao de seus membros
ocorre de maneira mutuamente exclusiva, isto €, num dado momento um
unico parasita expressa apenas um dentre os aproximadamente 60 membros
da familia. Os mecanismos moleculares que garantem a expressao
mutuamente exclusiva dos genes var ainda nao estao claros, mas uma
grande variedade de estudos aponta para fatores epigenéticos.

A primeira evidéncia de que genes var seriam regulados por
mecanismos epigenéticos foi demonstrada por Scherf e colaboradores. Neste
estudo, os autores mostraram que o switching de genes var ocorre in situ, e a
expressdo mutuamente exclusiva € estabelecida independentemente de
recombinacdo ou modificagdes de DNA, tal como metilagao (Scherf et al.,

1998). Estudos subsequentes focaram no papel que a estrutura da cromatina
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exerce na regulacdo da expressao dos genes var. Foi demonstrado que o
promotor do gene var ativo encontra-se hiperacetilado nas histonas H3 e H4,
enquanto que os promotores dos genes silenciados estdo associados a
proteina Silent information regulator 2, ou PfSir2A, uma histona deacetilase
(Freitas-dunior et al., 2005; Merrick & Duraisingh, 2007). Acredita-se que
PfSir2A leve a um estado de hipoacetilagdo da cromatina, tornando-a menos
acessivel a maquinaria de transcricdo, causando o silenciamento dos genes
hipoacetilados (Freitas-Junior et al., 2005). O genoma do P. falciparum
codifica dois paralogos de PfSir2, A e B, e a delecdo de um dos paralogos
resulta na abolicdo da expressdao mutuamente exclusiva dos genes var
(Duraisingh et al., 2005; Tonkin et al.,, 2009). Curiosamente, PfSir2A e
PfSir2B controlam subgrupos independentes de genes var, de modo que
juntas sao capazes de silenciar todos os membros da familia, e com excecéao
da familia multigénica rif, que também esta sujeita a expressao mutuamente
exclusiva, PfSir2A e B nado parecem ser importantes na regulacdo da
expressao de outros genes (Tonkin et al., 2009).

Desde a primeira associagao do estado de acetilagdo de histonas com
transcricdo de genes var, novos estudos detalharam as modificacbes
associadas com o gene ativo e os silenciados. Verificou-se que genes var
inativos estao enriquecidos em histona H3 trimetilada na lisina 9 (H3K9me3),
um marcador de heterocromatina em outros eucariotos, durante todo o ciclo
eritrocitico. Ja as modificacbes associadas com o gene var ativo sdo mais
dindmicas. No periodo em que o gene var € transcrito, na fase de anel, a
regido 5 upstream esta enriquecida em H3K4me2, H3K4me3 e H3K9ac,
sendo que esta ultima modificagdo € antagonista de H3K9me3 e esta
associada com cromatina ativa em outros eucariotos. Em trofozoitas, o gene
var, que também ¢é periodicamente regulado, deixa de ser transcrito,
perdendo H3K4me3 e H3K9ac, sendo enriquecido para H3K9me3. Contudo,
0 gene continua enriquecido em H3K4me2, sugerindo que esta seja a
marcagao que diferencia o var ativo dos silenciados, mesmo quando o gene
nao € transcrito, e permite que esse mesmo gene volte a ser expresso num
préximo ciclo celular, num estado poised (Chookajorn et al., 2007; Lopez-
Rubio et al., 2007).
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Contudo, as modificagdes de histonas ndo sdo exclusivas de genes
var em P. falciparum. Um estudo caracterizou a histona acetilase PfGCN5 e
demonstrou que H3K9ac € um marcador ndo apenas de genes var mas
também de genes que possuem regulacao estagio-especifica ao longo do
ciclo eritrocitico (Cui et al., 2007). Estudos mais recentes sugeriram que
H3K4me3 e H3K9ac nao refletem simplesmente o estado transcricional dos
genes expressos durante o ciclo eritrocitico, e que estes marcadores sao
regulados ao longo do ciclo celular (Salcedo-Amaya et al., 2009). Além disso,
H3K9me3 nao esta restrita apenas a genes var inativos mas também
encontra-se enriquecida em outras familias multigénicas implicadas em
interagdes parasita-hospedeiro, como rif e stevor, restritas a regides
subteloméricas e em clusters internos nos cromossomos (Lopez-Rubio et al.,
2009; Salcedo-Amaya et al., 2009). Recentemente, foi descrita a interagao da
heterochromatin protein 1 de P. falciparum (PfHP1) com genes enriquecidos
em H3K9me3, reforcando os argumentos de que tais regides cromossdmicas
possam de fato estar organizadas em heterocromatina (Flueck et al., 2009;
Pérez-Toledo et al., 2009).

A busca dos determinantes moleculares da variagao antigénica nao se
restringe ao estudo das modificagbes da cromatina. Foi demonstrado que um
promotor var dirigindo a expressao epissomal de genes de resisténcia a
drogas como blasticidina S ou pirimetamina é “contado” como um promotor
de var endoégeno e portanto leva ao silenciamento dos outros membros da
familia, mesmo na auséncia de regido codificante de PfEMP1 (Dzikowski et
al., 2007; Voss et al., 2006; Voss et al., 2007). O promotor epissomal portanto
€ reconhecido como um promotor nativo e € transcrito da mesma maneira
que um gene var enddogeno, inclusive localizando na periferia nuclear
(discutido adiante). Contudo, o promotor do gene var deve estar pareado com
um segundo promotor ativo, localizado a downstream do gene de selecao, a
fim de garantir a inclusdo do promotor var epissomal no mecanismo de
contagem de genes var enddgenos, e assim manter a expressao
mutuamente exclusiva (Dzikowski et al., 2007). O papel do promotor pareado
seria mimetizar o intron enddégeno dos genes var, que foi implicado na
regulagao da expressao mutuamente exclusiva. Os genes var possuem uma

organizagao génica conservada, com dois éxons na regido codificante

13



(Scherf et al., 2008). O intron localizado entre os éxons 1 e 2 possui
sequéncia conservada e apresenta atividade promotora durante a fase
trofozoita, quando dirige a sintese de “transcritos estéreis” a partir do éxon 2
dos genes var (Su et al.,, 1995). Acredita-se que a atividade promotora do
intron esteja envolvida no silenciamento dos genes var, hum mecanismo
dependente da fase S do ciclo celular (Deitsch et al., 2001; Frank et al.,

2006), mas o mecanismo molecular permanece desconhecido.

1.7 O papel da organizagao nuclear na expressao génica

Tornou-se evidente que a arquitetura nuclear esta correlacionada nao
s6 com a transcrigdo, uma das mais fundamentais fungées do genoma, como
também com todos os outros processos nucleares, como replicagao e reparo
de DNA ou processamento pés-transcricional de RNA (Misteli, 2007). Uma
caracteristica marcante € que esses processos Ssao espacialmente
compartimentalizados, ou seja, ndo ocorrem aleatoriamente por todo o
nucleo, mas sim confinados a sitios definidos e exclusivos (Lamond and
Spector, 2003).

A primeira evidéncia de que o nucleo do P. falciparum é espacialmente
organizado foi a descoberta de que os teldbmeros e regides subteloméricas do
parasita encontram-se organizados em clusters ancorados a membrana
nuclear (Freitas-Junior et al., 2000). Mais adiante, foi demonstrado que os
genes var subteloméricos silenciados estdo associados aos clusters
teloméricos (Duraisingh et al., 2005; Ralph et al., 2005; Voss et al., 2006),
mas a localizacdo de genes var de regides cromossOmicas centrais
silenciados tem sido debatida. Embora esse subgrupo de var esteja sempre
associado a periferia nuclear, dois estudos apontam para a localizagcao
aleatoria de genes var centrais nesta regido do nucleo (Lopez-Rubio et al.,
2009; Ralph et al., 2005), enquanto outro estudo sugere que var centrais
silenciados também estao associados aos clusters teloméricos (Voss et al.,
2006).

Ja o gene var ativo esta associado a uma area transcricionalmente

competente também localizada na periferia nuclear (Duraisingh et al., 2005;
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Howitt et al., 2009; Lopez-Rubio et al., 2009; Marty et al., 2006; Ralph et al.,
2005). Contudo, ndo esta claro se a ativacdo do gene var pode ocorrer
associada ao cluster telomérico (Marty et al., 2006; Voss et al., 2006) ou
requer translocagcéo do gene var para uma area transcricionalmente ativa na
periferia nuclear (Lopez-Rubio et al., 2009; Ralph et al., 2005). A periferia
nuclear foi apontada como uma zona de silenciamento, contendo uma
estrutura eletrondensa que sugere a presenca de heterocromatina (Ralph et
al., 2005). Além disso, as proteinas de silenciamento PfSir2A, PfHP1 e
PfOrc1 (origin-of-recognition-complex 1) encontram-se associadas a regiao
perinuclear e aos clusters teloméricos (Flueck et al., 2009; Freitas-Junior et
al., 2005; Mancio-Silva et al., 2008b; Pérez-Toledo et al., 2009). A localizacao
exclusiva dessas proteinas no perinucleo ocorre juntamente com a
transcricdo de genes var nesta regiao, sugerindo que esta possui ao menos
um dominio de ativagdo génica em meio a dominios de repressao.

Utilizando uma técnica de titulacédo de promotores, um estudo recente
demonstrou que a maquinaria de transcrigdo de genes var, localizada nessa
putativa regido especializada da periferia nuclear, pode ser compartilhada por
promotores das familias multigéncias rif, stevor e Pfmc-2TM, e a expressao
de um alto numero de cdpias de promotores var epissomais leva ndo s6 ao
silenciamento dos genes var como também de genes rif, stevor e Pfmc-2TM
endégenos (Howitt et al., 2009). Portanto, existe uma zona periférica
transcricionalmente permissiva onde o gene var ativo é transcrito, mas esta
zona, aparentemente, nao € exclusiva para a transcrigao de genes var.

A proposta de uma regidao nuclear especializada na transcricdo de
dados genes encontra paralelos em outros parasitas. Em Trypanosoma
brucei, a existéncia de um compartimento de transcricdo especializado na
transcricdo de vsg foi implicado na expressao mutuamente exclusiva dos
membros dessa familia multigénica (Navarro & Gull, 2001), enquanto que em
T. cruzi existe um compartimento dedicado a transcricdo de spliced leader
RNAs (Dossin & Schenkman, 2005).

Com excegao dos genes var e dos clusters teloméricos, pouco se sabe
sobre a organizagao nuclear de outros loci cromossémicos em P. falciparum.
Com relacdo a compartimentos nucleares definidos por proteinas, o nucléolo

€ o melhor caracterizado até o momento. P. falciparum possui um unico
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nucléolo, periférico, que é definido pela proteina fibrilarina ou PfNop1
(Figueiredo et al., 2005). PfSir2A, PfTERT — que codifica o componente
protéico da telomerase — e PfOrc1 estdo associadas ao nucléolo (Figueiredo
et al., 2005; Freitas-Junior et al., 2005; Mancio-Silva et al., 2008b). Contudo,
nao se sabe qual a fungao destas proteinas no nucléolo de P. falciparum, e a
relacdo da organizagao nucleolar com a transcricédo diferencial das diferentes
unidades de rDNA permanece totalmente desconhecida.

Outras proteinas nucleares, assim como modificagdes especificas de
histonas, todas associadas com ativagao/repressdo da transcricdo, foram
associadas a compartimentos nucleares discretos (Issar et al., 2009; Pérez-
Toledo et al., 2009; Volz et al, 2009). O fato de muitos desses
compartimentos apresentarem topografias diferentes uns dos outros,
demonstra que o nucleo de P. falciparum ¢é altamente estruturado
espacialmente. A caracterizagao funcional destes compartimentos, contudo, é
necessaria para o melhor entendimento da relagdo entre a organizagao

nuclear e a transcrigao.

1.8 A organizacao espacial da transcricao e a posi¢cao nuclear de

genes co-regulados

A grande maioria dos estudos sobre a organizagdo espacial da
transcrigcao foi feita em células de mamiferos. Em Hela, a incorporagdo em
células permeabilizadas de 5’-bromouridina 5-trifosfato (BrUTP) em
transcritos em enlongagao demonstrou, pela primeira vez, que a transcrigao
encontra-se organizada em foci discretos espalhados por todo o nucleo
(Iborra et al., 1998; Jackson et al., 1993; Wansink et al., 1993). Estudos
subseqlientes demonstraram que esses foci continham diversas unidades de
transcricdo (uma unidade de transcricdo corresponde, basicamente, a uma
RNA polimerase engajada a um gene; Faro-Trindade & Cook, 2006a;
Jackson et al.,, 1998). Esses foci foram, entdo, denominados fabricas de
transcricdo, dado que sao agregacoes espaciais de diversos genes e fatores
associados a esse processo., de forma a aumentar a eficiéncia da transcrigao

(Cook, 1999). Foi ainda proposto que as fabricas de transcricdo sao
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estruturas conservadas ao longo da evolugao, encontrando um paralelo entre
bactérias, nas quais o cromossomo circular formaria loops que favorecem a
agregacao espacial da moléculas de RNApol. Em eucariotos, as fabricas de
transcricdo serviriam, ainda, como estrturas estabilizadoras dos /loops
formados por diversos cromossomos a fim de acessar as fabricas (Faro-
Trindade & Cook, 2006b).

As fabricas de transcricao apresentam especializagdo, a0 menos em
relacdo ao tipo de RNA polimerase (RNApol). Fabricas de RNApolll, que
transcrevem mRNA, estdo dispersas por todo o nucleoplasma, enquanto que
RNApoll, que transcreve rRNA, esta restrita ao nucléolo (ver figura 5). Existe
evidéncia também que as fabricas de RNApollll, que transcreve rRNA 5S e
tRNAs, dentre outros RNAs estruturais pequenos, também é espacialmente
restrita e diferenciada de fabricas de RNApolll (Carter et al., 2008).
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Figura 5. Organizagcdo da transcricido em fabricas. (I) Modelo de uma fabrica de
transcricdo. Em verde, fabricas de transcricido contendo RNA polimerases (em forma de
ferraduras) associadas a loops cromossémicos (DNA em azul) e produzindo transcritos
nascentes (fitas em amarelo). Barra, 50 nm (modificado de Sutherland & Bickmore, 2009). (lI)
Fabricas de transcrigdo (em verde) visualizadas in situ em HelLa por incorporagao de BrUTP
e visualizagado por imunofluorescéncia (A) e por espalhamento de fabricas de transcrigdo e
visualizagdo por microscopia eletrbnica de transmissdo (B e C). Note que fabricas de
RNApoll (nucleolares) contém muitas mais unidades de polimerase engajadas no template
(B) do que fabricas de RNApolll (nucleoplasmica, C). Barras, 1 um. (D) Detalhe de uma
fabrica de RNApolll mostrando o que essas estruturas sio ricas em nitrogénio (N), ou seja,
em proteinas, e contém BrRNA visualizado indiretamente com particulas de ouro (Au), mas
sao pobres em fosforo (P), ou seja, DNA. Barra, 100 nm (modificado de Carter et al., 2008).
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Evidéncias experimentais apontam para uma ainda maior
especializagao das fabricas de RNApolll. Um estudo recente (Xu & Cook,
2008) demonstrou que plasmideos contendo promotores distintos sao
dirigidos a fabricas diferentes, dependendo do tipo de promotor. A presenca
de introns também foi importante na definicdo da fabrica ocupada por um
dado plasmideo.

A maioria dos estudos, contudo, focaram na dindmica espacial de loci
enddégenos que sao regulados ao longo do desenvolvimento. Os exemplos
mais claros vém do estudo dos genes de globina, expressos em células
eritrdides em fases embrionarias. Utilizando RNA fluorescence in situ
hybridization (RNA-FISH) e chromosome conformation capture (3C), foi
demonstrado por Osborne e colaboradores que o genes ativos de pB-globina
colocalizavam em alta frequiéncia com outros genes especificos de linhagem
eritréides, ainda que esses genes estejam distantes do gene da f-globina (~
25 Mb), embora no mesmo cromossomo. A colocalizagao espacial dos genes
estava associada a fabricas de RNApolll. Contudo, esses dois loci nao se
encontram espacialmente associados quando silenciados (em células
linféides). Os autores concluiram que genes expressos em linhagens
eritrdides compartiham a mesma fabrica de transcricao (Osborne et al.,
2004). Diversos outros estudos correlacionaram a associagao espacial em
maior frequéncia de diversos genes co-regulados ao longo do
desenvolvimento e diferenciagdo (Brown et al., 2006; Ling et al., 2006;
Simonis et al., 2006; Spilianakis et al., 2005; Wiurtele & Chartrand, 2006;
Zhao et al., 2006). Contudo, esses estudos nao investigaram qual a
associagao dos loci co-regulados com fabricas de transcricdo no momento
em que estes estao ativos. Ja em outro trabalho demonstrou-se que genes
eritréides de humanos quando ativos nao se apresentam em associagao com
fabricas de transcricdo, mas sim com speckles, estruturas associadas com o
processamento de RNA (Brown et al., 2008).

Portanto, embora seja claro que, em mamiferos, diversos genes co-
regulados ao longo do desenvolvimento estdo em maior proximidade espacial
quando ativos, a relagdo espacial dessas associagdes com fabricas de

transcrigao nao foi bem definida e necessita ser melhor determinada.
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2. Objetivos

Dada a importancia da organizacdo espacial da cromatina e da
compartimentalizagao de proteinas nucleares para expressao génica em P.
falciparum, tivemos como objetivo principal, nesta tese, caracterizar de forma
quantitativa e qualitativa a organizagao espacial global da transcricdo nesse
parasita. Buscamos, ainda, caracterizar a dindmica espacial de genes ciclo
eritrocitico funcionalmente relacionados e co-regulados de maneira estagio-
especifica, a fim de verificar como tais genes estariam posicionados no
nucleo em relagao a fabricas de transcrigao.

Os objetivos especificos deste trabalho foram:

A. estabelecer e otimizar em P. falciparum a técnica de marcagao de

RNA nascente in situ por incorporagao de BrUTP;

B. desenvolver, em colaboragcdo com grupo de Image Mining do
Institut Pasteur Korea, um software para o estudo automatizado e
quantitativo dos compartimentos de transcricdo definidos por
BrUTP em P. falciparum;

C. analisar a arquitetura da transcrigdo em P. falciparum e investigar
a presenga de organizagao conservada desta ao longo do ciclo
eritrocitico;

D. avaliar a relagcédo espacial dos compartimentos de transcrigdo com
outros compartimentos descritos no nucleo de P. falciparum;

E. utilizando fluorescence in situ hybridization, investigar, ao longo do
ciclo eritrocitico, a posicado de genes co-ativados, e se estes
encontram-se em maior proximidade/possuem maiores indices de

colocalizagao quando ativados.
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3. Material e Métodos

3.1 Composicao de solugoes e tampoes

- PBS: 140 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 10 mM tampao de fosfato pH 7,4
(Medicago # 09-8912-100)

- 1x TBE: 100 mM Tris-base, 90 mM acido boérico, 1 mM EDTA
(Invitrogen #15581-028)

- 20x SSPE: 3 M NaCl, 200 mM NaH,PO4, 20 mM EDTA, pH 7,4
(Invitrogen # 15591-027)

- 20x SSC: 3 M NaCl, 0,3 M citrato de sddio, pH 7,0 (Invitrogen #15557-
044)

- Tamp&o de lavagem para incorporagao de BrUTP: 150 mM sacarose,
20 mM glutamato de potassio, 3 mM MgCl,, 2 mM DTT, 10 ug/ml leupeptina

- Tampao de marcagcdo para incorporagao de BrUTP: tampao de
lavagem adicionado de 50 mM creatina fosfato, 200 ug/ml creatina cinase,
120 U/ml RNasin (Promega #N2511) e, quando indicado, 200 ug/ml a-
amanitina

- Solugao de hibridizagao para fluorescence in situ hybridization (FISH):
50% formamida, 2x SSPE, 10% dextran sulfato, 250 ug/ml DNA de esperma
de salméo

- Solugdo TNT: 0,5% Tween 20, 150 mM NaCl, 100 mM Tris-HCI

3.2 Meios de cultura e solugdes de sincronizagao de P. falciparum

- Meio de cultura completo para P. falciparum: 100 uM hipoxantina de
sédio, 16 uM timidina, 10% albumax | (Invitrogen #11020-039), 20
ug/ml gentamicina em RPMI 1640 (Invitrogen #22400)

- Solugdes para sincronizagao: 5% sorbitol em agua ultrafiltrada; 0.7%
gelatina (Sigma # G9391) em RPMI 1640 (Invitrogen #22400)

Todas as solugdes foram esterilizadas por filtragem em membrana de

poro de 0,2 um.
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3.3 Cultivo e sincronizagao de P. falciparum

Parasitas da cepa 3D7 foram utilizados neste trabalho. Os parasitas
foram mantidos em meio de cultura completo contendo 3% de hematdcrito
(eritrocitos humanos tipo O+) e atmosfera de 1% Oz, 5% CO, e 94% N,. Para
manutencgao rotineira das culturas, a parasitemia foi mantida entre 1 e 5%.

Durante os experimentos de incorporagdo de BrUTP e FISH (descritos
abaixo), os parasitas foram submetidos a pelo menos um ciclo de
sincronizagdo em gelatina e sorbitol. Mais detalhadamente, parasitas
maduros de culturas nao sincronizadas foram centrifugados a 1000 x g por 2
min a temperatura ambiente. Cada volume de pellet foi ressuspenso em 9
volumes de 0,7% gelatina em RPMI e incubados a 37°C por 1 h. Em seguida,
o sobrenadante contendo apenas parasitas maduros (idealmente,
esquizontes a ~ 38 — 42 horas poés-invasao, ou hpi) foi coletado em um novo
tubo, lavado uma vez em RPMI, e colocado em cultura com adigdo de
eritrocitos frescos, conforme descrito acima. Vale ressaltar que, em nosso
laboratorio, o ciclo eritrocitico da cepa 3D7 dura aproximadamente 40 a 44
horas. Os parasitas nessas condigdes foram mantidos em cultura por 4 horas
a fim de permitir a invasao de novos eritrécitos. Apos esse periodo, a cultura
foi centrifugada e tratada com 5% sorbitol (4 volumes de 5% sorbitol para 1
volume de pellet) por 5 min a 37°C. O pellet contendo apenas parasitas
anéis, além de eritrocitos nao infectados, foi recolocado em cultivo a 37°C até
o momento do experimento. Este tratamento tem como objetivo lisar as
formas maduras que ndo completaram a invasao, enquanto que as formas
jovens (anéis de 0 a 4 hpi) foram preservadas pelo tratamento. A amplitude
da idade dos parasitas nessas populagdes € de 4 horas e para simplificar,
nos referimos daqui por diante a idade média da populagao: por exemplo,
uma populagao contendo parasitas de 8 a 12 hpi é classificada como 10 hpi,
e uma populagao contendo parasitas de 20 a 24 hpi é classificada como 22
hpi. Algumas vezes, tratamentos consecutivos de gelatina-sorbitol foram
necessarios por dois a trés ciclos a fim de alcangar um alto grau de

sincronizagao na populagéo (em geral, > 95% dos parasitas apresentavam-se
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na mesma fase do ciclo).

3.4 Marcacao de RNA nascente in situ por incorporagao de BrUTP

A incorporagdo de 5-bromouridina 5’-trifosfato (BrUTP) em P.
falciparum foi adaptada do protocolo de (Dossin & Schenkman, 2005). A
cultura sincronizada conforme descrito acima, foi coletada a 10 ou a 22 hpi,
centrifugada a 1000 x g por 2 min a temperatura ambiente, e ressuspensa a 1
x 10° eritrocitos infectados/ml em tampdo de lavagem gelado.
Lisofosfatidilcolina (lisolecitina, Sigma #L4129) foi adicionada para uma
concentragao final de 0,01% e, apds homogenizagdo por inversao, o0s
parasitas foram incubados por 5 min em banho de agua e gelo. As células
permeabilizadas foram centrifugadas a 2500 x g por 10 min a 4°C e lavadas 3
vezes em tampao de lavagem gelado. Em seguida, o pellet foi ressuspenso
em tamp&o de marcacdo a 1 x 10° eritrécitos infectados/ml na presenca ou
auséncia de 200 ug/ml de a-amanitina (daqui em diante referida apenas
como a-amanitina, ficando portanto subentendida que a concentragao
utilizada foi a de 200 ug/ml) e incubados por 5 min a 37°C. Foram
adicionados entdo a ambas preparagées 2 mM ATP, 1 mM GTP, 1 mM CTP
e 1 mM BrUTP (concentragdes finais) e a marcagao procedeu por 10 min a
37°C. Os parasitas foram entdo imediatamente fixados em 4%
paraformaldeido em PBS pH 7,4 (4% PFA) a 1,25 x 10° parasitas/ml por 20
min a temperatura ambiente. Apdés a fixacdo, os parasitas foram
centrifugados a 2500 x g por 10 min a 4°C, lavados uma vez em PBS e
ressuspensos em PBS. A suspensao de parasitas foi colocada sobre uma
ldmina de microscopia pré-coberta com 0,1% polilisina por aproximadamente
30 min em camara umida a temperatura ambiente para permitir a adesao dos
parasitas ao vidro. Em seguida, os parasitas foram submetidos a ensaio de
imunofluorescéncia (ver abaixo). Ocasionalmente, quando os parasitas foram
preparados para aquisicdo de imagens em microscopio confocal (ver
adiante), microesferas fluorescentes (Tetraspeck microspheres, Invitrogen
#T7283) foram aderidas a lamina, anteriormente aos parasitas, seguindo as

orientacdes do fabricante.
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3.5 Ensaio de imunofluorescéncia para proteinas nucleares

Todas as etapas subseqiientes foram realizadas em camara umida
protegida de luz e mantida & temperatura ambiente. E de extrema
importancia evitar a secagem da preparacao a fim de se preservar ao
maximo a arquitetura nuclear. O excesso de parasitas depositados sobre as
laminas de vidro foi removido e entdo os parasitas aderidos foram
permeabilizados com 0,1% Triton X-100 em PBS por 2 min, lavados 3 vezes
em PBS e bloqueados por 30 min em 4% BSA em PBS pH 7,4 (4% BSA). Em
seguida, o excesso de 4% BSA foi removido e os parasitas foram incubados
com o anticorpo primario apropriado por 45 min.

Para deteccdo de BrRNA (RNA nascente marcado com BrU), foi
utilizado o anticorpo monoclonal de camundongo anti-deoxiuridina (anti-BrdU)
clone PRB1 (Invitrogen #A21300); para deteccao de PfSir2A, foi utilizado um
soro policlonal de coelho (Freitas-Junior et al., 2005), gentilmente cedido pelo
Prof. A. Scherf, Institut Pasteur, France; para deteccdo de PfNop1, foi
utilizado um soro de cabra anti-fibrillarina humana, (Santa Cruz #SC-11335);
para deteccao de histona H4 acetilada (H4ac) e de trimetilacdo da lisina 79
da histona H3 (H3K79me3), foram utilizados soros policlonais de coelho
(respectivamente, Millipore # 06-598 e Abcam # AB2621). Todos os
anticorpos primarios foram diluidos 1:50 (v/v) em 4% BSA, com excegao de
anti-Hac, que foi diluido 1:100 (v/v).

Apods incubagao com anticorpos primarios, os parasitas foram lavados
em PBS 3 vezes e incubados com o anticorpo secundario apropriado e 5
ug/ml DAPI diluidos em 4% BSA por 30 min. Para detecgéo de anti-BrdU em
séries confocais ou em combinagdo com a detecgao de anti-PfSir2A, anti-
H4ac e anti-H3K79me3, utilizamos soro anti-lgG de camundongo-Alexa 488
(Invitrogen #A11001), diluido 1:200 (v/v) para anti-BrdU e soro anti-IgG de
coelho-Alexa 555 (Invitrogen #A21429) diluido 1:800 (v/v) para anti-PfSir2A,
anti-H4ac e anti-H3K79me3. Para a detecgdo de anti-BrdU juntamente com
anti-fibrilarina humana (anti-PfNop1), utilizamos soro anti-lgG de
camundongo-Alexa 555 (Invitrogen #31570) e soro anti-lgG de cabra-Alexa
488 (Invitrogen #A21202), respectivamente, diluidos 1:200 (v/v). Apos
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incubacdo com anticorpo secundario e DAPI (4’6’-diamidino-2-phenylindole),
os parasitas foram lavados em PBS 3 vezes. O excesso de PBS foi removido
sem que a amostra secasse e as preparagbes foram montadas em
Vectashield (Vector Labs #H-100) e seladas.

3.6 Preparacao de sondas de DNA para Fluorescence in situ
hybridization (FISH)

As sondas de DNA para FISH foram preparadas como descrito
anteriormente (Freitas-Junior et al., 2000). Para deteccao de repeticdes
teloméricas, foi utilizada uma sonda preparada a partir do teldbmero de P.
berghei clonado em um vetor pBSIl (Ponzi et al., 1985), cedido gentilmente
pela Prof. M. Ponzi, Istituto Superiore di Sanita, Italia. Para a deteccédo da
repeticdo subtelomérica Rep20, foi utilizada uma sonda preparada a partir de
um clone de Rep20 em um vetor pUC9 (Oquendo et al., 1986), gentiimente
cedido pelo Prof. A. Scherf, Institut Pasteur, France. O inserto de teldmero foi
isolado a partir da digestdo de ~ 1ug do respectivo plasmideo contendo o
inserto de interesse com 40 U de Eagl (NEB #R0505S), enquanto o inserto
de Rep20 foi isolado por digestao de ~ 1 ug do plasmideo 40 U de Hindlll
(NEB # R0104L) e 40 U de EcoRI (NEB # R0O101L). Tanto para teldomero
quanto para Rep20, a reagao foi realizada num volume final de 20 ul a 37°C
por 2 h. Ao final, as enzimas de restricao foram inativadas por desnaturacao
a 65°C por 20 min. Os produtos de digestao foram fracionados em gel de 1%
agarose em 0,5 x TBE e purificados utilizando o kit Q/Aquick gel extraction
(Qiagen #28706) seguindo as orientagdes do fabricante. A concentragéo de
inserto obtida ao final do procedimento foi quantificada por absorbancia a 260
e 280 nm em um espectrofotdmetro.

Em seguida, 1 ug de cada inserto foi utilizado como molde para
marcagao de sonda de FISH utilizando-se os kits Fluorescein-High Prime
(Roche #1 585 622) e Digoxigenin-High Prime (Roche #1 585 606) conforme
as instrucdes do fabricante. Ao fim da marcagao, o DNA foi precipitado por
LiCl/etanol. Brevemente, 2,5 ul de 4 M LiCl e 75 ul de 100% etanol resfriado a

- 20°C foram adicionados a mistura contendo o DNA marcado. As amostras
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foram incubadas a — 70°C por 2 h para precipitagcdo do DNA, e em seguida
centrifugadas a 13000 x g a 4°C por 15 min. O sobrenadante foi removido e o
pellet foi lavado com 50 ul de 70% etanol gelado e seco ao ar. O pellet de
DNA foi diluido em 30 ul de agua ultrafiltrada e autoclavada.

As sondas de teldbmero foram marcadas com digoxigenina para os
experimentos envolvendo analise automatizada de imagem em 3D e para
quantificacdo da distribuicdo nuclear dos clusters teloméricos (figuras 16 a
18), e com fluoresceina na analise de colocalizagao de sinais de teldbmero e
Rep20 (figura 19). As sondas de Rep20 foram apenas marcadas com

digoxigenina.

3.7 Fixacao de parasitas para FISH

Parasitas foram preparados de duas maneiras diferentes para FISH.
Em ambos os casos, as laminas foram limpas com metanol e secas antes da
deposicdo do parasita. Em todos os experimentos, ambos processos de
fixagdo foram realizados em paralelo utilizando populagdes sincronizadas (~
10 hpi), a fim de minimizar a variagdo em tamanho e forma de nucleo para
nucleo devido a idade de desenvolvimento (hpi) do parasita. Salvo indicagao
em contrario, todos os procedimentos foram realizados em temperatura
ambiente.

No primeiro protocolo, denominado P1 e correspondente ao FISH
inicialmente estabelecido (Freitas-Junior et al., 2000), a cultura de P.
falciparum foi lavada em PBS e espalhada sobre uma Iamina de vidro para
obtencdo de uma monocamada de células. As laminas foram secas a
temperatura ambiente por 16 ~ 20 h em camara seca (contendo silica-gel) e,
posteriormente, fixada por 15 min em 4% PFA em camara umida. Os
parasitas foram entédo lavados 3 vezes em PBS e reservados para FISH (ver
adiante).

No segundo procedimento, denominado protocolo P2, um volume de
pellet de cultura sincronizada foi ressupenso em 9 volumes de 0,15%
saponina em PBS gelado e a suspensao foi homogenizada por inversao e

incubada em banho de gelo por 5 min para permitir lise total dos eritrocitos.
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Em seguida, os parasitas foram centrifugados a 2500 x g por 10 min a 4 ° C,
lavados duas vezes em PBS gelado, e fixados a 5 x 10° parasitas/ml em 4%
PFA por 16 ~ 20 h a 4°C.

3.8 Protocolo de FISH

FISH foi realizado conforme relatado (Freitas-Junior et al., 2000;
Mancio-Silva et al., 2008a) com pequenas modificacbes. Durante todas as
etapas, a secagem de parasitas foi evitada. Resumidamente, parasitas
preparados por P1 e P2 foram permeabilizados com 0,1% Triton X-100 em
PBS por 5 min seguido de 3 lavagens em PBS. Em seguida, ambas as
preparacdes foram equilibradas em solugdo de hibridizacdo em camara
umida por 30 min a 37°C. Em paralelo, as sondas de FISH foram diluidas na
concentragdo adequada em solugdo de hibridizacdo e submetidas a
desnaturacdo a 95° C por 10 min, sendo em seguida imediatamente imersas
em em banho de gelo por 5 min. O excesso de solugédo de hibridizacao foi
removido dos parasitas P1 e P2 e as sondas desnaturadas foram entao
aplicadas sobre as amostras. As laminas foram seladas com molduras de
plastico e desnaturadas a 80°C por 30 min, seguido de hibridizagcado por ~ 16
a20ha37°C.

Ap6s a hibridizagao, as laminas foram lavadas em 50% formamida/2x
SSC por 30 min a 37°C, seguido das seguintes lavagens a 50°C: 1x SSC, 15
min; 2x SSC, 15 min, e 4x SSC, 15 min. As laminas foram transferidas para
uma camara umida a temperatura ambiente e foram bloqueadas com 4%
BSA por 30 min, seguido de incubagao com soro anti-digoxigenina, obtido em
camundongo (Sigma #D8156), diluido 1:300 em 4% BSA por 45 min. Em
seguida, as laminas foram lavadas com solugdo TNT por 10 minutos e
incubadas com soro anti-lgG de camundongo-Alexa 555 (Invitrogen #31570)
por 45 min. As laminas foram lavadas em solugdo TNT e as preparagdes
foram montadas com Vectashield contendo DAPI. A partir deste momento, as
amostras preparadas por P1 ou P2 e submetidas a FISH serédo referidas
como P1 e P2-FISH.
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3.9 Aquisicao de imagens

Imagens bidimensionais foram obtidas através de microscopio Nikon
Eclipse 90i equipado com objetiva de 6leo de imersao 100x/1.4 PlanApoVC e
camera DS-Nikon QiMc, controlada pelo software NIS-Elements AR. As
imagens foram adquiridas de modo que os valores de intensidade dos pixels
permaneceram entre 0 e 255 (ou seja, sem saturagao do sinal) a partir da
utilizagcao da fungdo de autoexposicdo combinada com LUTs, disponivel no
software NIS-Elements. Imagens tridimensionais (séries Z) foram adquiridas
em um microscoépio confocal Leica TCS SP2 AOBS equipado com obijetiva
63x/HCX 1.4 PL Apo IbdBL de imersao a 6leo. O diafragma foi ajustado para
1,00 airy e os dois canais foram adquiridos simultaneamente por dois féton-
multiplicadores (PMTs) independentes (DAPI-Aexa 555), ou em sequéncia
por PMTs independentes (DAPI-Alexa 488). Para deteccao de sinal de DAPI,
foi utilizado um laser diodo de 405 nm e a emissao foi adquirida em 415-485
nm. Para deteccédo de sinal de BrRNA indiretamente marcado por Alexa488,
foi utilizado laser de argdnio com emissao a 488 nm e a emissao foi adquirida
em 515-570nm. Um laser verde DPSS foi usado para excitacdo de estruturas
indiretamente marcadas por Alexa 555 a 561 nm, sendo a emissdo neste
caso detectada em 570-645 nm. Cada “fatia” da série Z era composta pela
média de 16 frames de 512 x 512 pixels, 8 bits, com o tamanho do voxel (isto
€, um pixel tridimensional) correspondente 58x58x122 nm. Apds a aquisigao,
imagens 2D e 3D foram montadas e tratadas para a remog¢ao do fundo
(rolling ball radius 50) e para realce do contraste com o software ImageJ
(Abramoff et al., 2004).

3.10 Analise automatizada de imagens

3.10.1 Corregéo de artefatos

A analise automatizada do nucleo foi desenvolvida a partir de
modificagdbes do método descrito em Dossin et al., 2008. Em nossa

aplicagao, um importante nivel de precisdo é necessario para a detecgao e

27



localizacdo de sitios de sintese de RNA nascente dentro do nucleo do
parasita. Para aumentar a relevancia do modelo de processamento de
imagem, temos de adquirir imagens com uma relagao sinal/ruido (signal-to-
noise ratio, SNR) o mais alto possivel, sobretudo devido ao baixo nivel de
fluorescéncia obtido quando se marca as diminutas estruturas nucleares de
P. falciparum. Decidimos otimizar o SNR aumentando o numero de imagens
em Z (“fatias”) que sdo somadas para extragdo da média de intensidade, que
ira assim compor a “fatia” final (esse procedimento bastante comum é
normalmente chamado de frame averaging em microscopia confocal e é
determinado durante o processo de aquisi¢gdo da imagem). No nosso caso,
as “fatias” Z sdo compostas, cada uma em média de 16 fatias. Embora esse
recurso aumente a SNR, esta associado ao desvantajoso aumento do tempo
de aquisicdo de imagem, o que levou, em nosso caso, a um movimento XY
nao intencional do objeto ao longo do eixo Z da série confocal. Esta “deriva
lenta” pode induzir deteccbes falsas de sitios de transcricdo e do sinal
nuclear. Para superar esta desvantagem, propusemos colocar microesferas
fluorescentes como referéncias internas na preparacao bioldgica (ver item
3.4). Essas esferas sao utilizadas para correcdo da mocéao indesejavel do
objeto ao longo do eixo Z a partir da aplicacédo de um algoritmo especifico de
corregao de mocgao, desenvolvido especialmente para esta finalidade (Dorval
et al., 2009). Esse algoritmo permite a reconstrugdo da imagem em 3D com
precisao, eliminando n&o apenas a mogao indesejada mas também eventuais
artefatos causados por mal alinhamento dos canais e aberragdes cromaticas.
A aplicacédo desse algoritmo € um pré-requisito para a detecgao do nucleo e

dos sitios de incorporagao de BrUTP.

3.10.2 Detecgdo automatizada (segmentagcdo) do nucleo de P.

falciparum

A segmentagcdo dos nucleos foi baseada em um processo semi-
automatico. Durante a primeira etapa do processo, o usuario selecionou uma
regiao de interesse (ROI) que contém o nucleo do parasita escolhido para
analise (ver figura 6A) e em seguida, foi aplicado ao nucleo selecionado um

algoritmo de thresholding automatico denominado K-means clustering. Foi
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utilizado uma versao de duas classes que agrupa a intensidade dos voxels,
classificando-os em sinal (nucleo) ou background baseado no método de
nearest neighbors, levando em consideragdo a intensidade dos 6 outros
voxels circundado um dado voxel “A”, para determinar a probabilidade de “A”
ser sinal ou background. Ap6s a classificagdo de todos os voxels analisados,
0 nucleo foi segmentado e projetado virtualmente por uma “malha” (mesh)
3D, que foi por sua vez gerada pelo algoritmo marching cube levando-se em
consideracado as diferentes resolugbes em XY e em Z (figura 6B). Para
removecgao de possiveis artefatos gerados por ruido, a “malha” foi filtrada por
um filtro tipo kernel smoothing gaussiano. Essa etapa atribui maior certeza a
segmentagao nuclear e permitiu determinar o centro e o volume do nucleo,
além de permitir a rejeicdo de potenciais detecgdes falsas de estruturas
nucleares, como sitios de sintese de RNA nascente ou teldmeros, que

venham a localizar fora da “malha” nuclear.

3.10.3 Detecgdo automatizada de sitios de sintese de RNA (e de

outras estruturas nucleares, como clusters teloméricos)

Em termos de analise de imagem, os sitios de sintese de RNA como
vistos por microscopia Optica podem ser definidos como objetos
tridimensionais “borrados”, cujos raios sao diretamente proporcionais a
intensidade. Tais objetos podem ser identificados, ainda, pela curvatura
gaussiana altamente positiva, detectada como a maxima local da curvatura
apods convolugdo com um kernel gaussiano, determinado empiricamente a 2
um. Usando o método de diferencgas finitas, um mapa da curvatura gaussiana
foi entdo computado em 3D, e em seguida as curvaturas maximas locais
foram definidas como sitios de transcricdo (ou como clusters teloméricos, no
caso de deteccao automatizada de sinais de FISH). O mapa de curvatura foi
sobreposto sobre a “malha” nuclear, permitindo a determinagdo da posigcao
radial de cada sitio de transcricdo no nucleo (figura 6C e D). A intensidade
dos sitios foi medida e normalizada baseado no ganho do PMTs utilizado
durante a aquisigao.

A fim de extrair dados estatisticos relevantes e consistentes sobre a

distribuicdo espacial dos sitios de transcrigdo dentro dos nucleos, as
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distancias dos sitios em relagdo ao centro do nucleo foram normalizadas.
Resumidamente, o nucleo elipsodide foi projetado em uma esfera de raio
definido como 1, e as posigdes dos sitios foram projetadas e relativizadas em
relacédo a este raio. Em seguida, definimos trés zonas nucleares concéntricas
de igual volume, sendo que todas possuem a mesma probabilidade de conter
um dado sitio de transcricao (figura 6F). Esse mesmo calculo foi aplicado
para definir 3 regides concéntricas de superficies iguais na analise semi-

automatizada da posicao de clusters teloméricos em 2D (figura 18).

3.10.4 Anélise automatizada bidimensional da deformagéao nuclear

A deformagdo de nucleos submetidos a P1- ou P2-FISH foi
determinada pela quantificacdo do indice de circularidade dos nucleos. Apds
a selecao do objeto de interesse na imagem 2D, o nucleo foi segmentado
utilizando o método K-means. Os pontos de contorno do objeto foram
extraidos e usados para calcular a circularidade C utilizando a seguinte
equacao: C = (Area*4)/(Perimetro)*2. Esse valor foi maximizado a 1 em um

circulo e foi mais baixo em objetos menos compactos.

3.11 Analise da distribuicao radial dos clusters teloméricos

O software NIS-Elements AR version 3.0 foi empregado para medir de
forma semi-automatizada o raio de nucleos em 2D e a distancia entre o
centro de um sinal de cluster telomérico e o centro do nucleo. O raio de cada
nucleo foi extraido apds a determinacdo de uma circunferéncia ao redor do
sinal de DAPI. Ao total, 50 nucleos de P1- e P2-FISH, cada, foram
analisados. Um valor médio do raio nuclear foi computado para cada
populacdo. A distancia de cada cluster telomérico ao centro do nucleo foi
medida e normalizada em relagdo ao raio nuclear médio da populagdo. A
posicao de cada cluster foi entdo classificada em uma das 3 zonas nucleares

concéntricas de areas iguais (figura 6F).

30



3.12 Analise da colocalizacao de sondas de telomero e Rep20 em
P1- e P2-FISH

Para determinar os indices de colocalizagao entre sinais teloméricos e
de Rep20 em FISH com as duas sondas, os sinais de teldomero e Rep20
foram independentemente identificados e contados, e em seguida analisados
para 3 possiveis tipos de colocalizagdo, normalizados por Rep20 (cujos sinais
foram encontrados em menor quantidade). Colocalizagdo total foi
determinada quando dois sinais teldomero/Rep20 apresentavam mais de 80%
de sobreposicao; colocalizagdo parcial foi determinada quando dois sinais
apresentavam sobreposicao de 20 a 80%; e auséncia de colocalizagdo foi
determinada quando houve menos de 20% de sobreposicao entre os sinais.
Sinais localizados “fora” do sinal de DAPI s6 foram considerados quando

havia uma sobreposi¢ao minima do sinal do DAPI e da sonda de FISH.

3.13 Analises estatisticas

Testes t ndo pareados foram realizados no software GraphPad Prism

versao 4.03 (San Diego, CA, EUA, www.graphpad.com). Valores bilaterais de

p menores que 0.05 foram considerados significativos.
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Figura 6. Deteccao automatizada de estruturas nucleares. (A) Exemplo da
selecao de nucleos, feita manualmente pelo usuario em uma série Z confocal
(*). A seta aponta para uma microesfera fluorescente utilizada na corregao da
mocao e aberragdes fisicas da imagem. (B) Nucleo “virtual” gerado a partir da
segmentagdo automatizada do nucleo selecionado em A. (C) Detalhe da
malha utilizada para construcao do nucleo durante processo de segmentacgao.
(D) Determinacao da estruturas subnucleares (no caso, sitios de sintese de
RNA marcados por BrUTP) e posicionamento espacial das mesmas no
nucleo. As esferas vermelhas representam sitios de transcricéo, e a esfera
amarela representa o ponto central do nucleo. A distancia radial entre os sitios
de transcrigao e o ponto central é visualizada por retas azuis. (E) Detalhe dos
sitios de transcrigdo. Cada sitio € identificado por um numero. As posicoes
radiais dos sitios, bem como sua intensidade, sdao fornecidas. Note que o
tamanho da esfera vermelha que representa o sitio é proporcional a
intensidade do mesmo. (F) Esquema da divisdo do nucleo em trés areas
concéntricas de igual volume. O mesmo tipo de divisdo foi aplicado para

calculos de distribui¢do nuclear em 2D.
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4. Resultados e Discussao

4.1 Estudos in situ da sintese de RNA nascente mostram que

transcrigcao é organizada em fabricas em P. falciparum

A arquitetura da transcrigdo pode ser visualizada in situ pela
incorporagao de nucleotideos modificados, tais como 5-bromouridina 5'-
trifosfato (BrUTP) em células permeabilizadas. Dado nosso interesse em
estudar a organizacdo espacial da transcricdio em P. falciparum, nos
padronizamos a técnica de incorporagcdo de BrUTP para este parasita. Esta
técnica foi de dificil execugcdo em P. falciparum pois, dentre outros fatores, o
parasita € extremamente sensivel a permeabilizagdo, além de possuir um
nucleo bastante pequeno (cerca de 1 a 2 um de didmetro), dificultando a
visualizacdo de estruturas subnucleares discretas tais como sitios de
transcricdo, o que demanda a utilizagdo de microscopios oticos de alta
resolugado. Vale também ressaltar que tentamos padronizar a incorporacao de
bromouridina (BrU) in vivo mas P. falciparum em cultura nao incorporou, ao
menos em niveis detectaveis por imunofluorescéncia, BrU no RNA nascente.
Supomos que esse resultado se deva ao fato que apicomplexos somente
sintetizam pirimidinas de novo e raramente recuperam tais bases do meio de
cultura (de Koning et al., 2005).

Assim como em mamiferos, a transcricdo em P. falciparum esta
organizada em estruturas pontuadas espalhadas por todo o nucleo,
denominadas de fabricas de transcricado (figura 7). A incorporacao de BrUTP
ocorre especificamente no RNA nascente (referido a partir daqui como
BrRNA, para indicar que cada U foi substituida por BrU), como demonstra a
inibicdo quase total da marcagao por 200 ug/ml de a-amanitina, um inibidor
de RNA polimerases que nesta concentragao inibe especificamente RNApolll
mas nao RNApoll (Militello et al., 2005) .

Acredita-se que a periferia nuclear de P. falciparum seja primariamente
uma zona de silenciamento dado que esta € composta por uma estrutura

eletrondensa semelhante a heterocromatina (Ralph & Scherf, 2005).
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Contudo, a nossa analise inicial sugeriu que as fabricas de transcricao estao
distribuidas por todo o ndcleo, inclusive na periferia. Além disso,
surpreendentemente observamos um numero bastante reduzido de fabricas,
na ordem de uma dezena por nucleo, enquanto que em mamiferos o numero
de fabricas varia de centenas a milhares por nucleo (Faro-Trindade & Cook,
2006a; Jackson et al., 1998; Osborne et al., 2004).
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BrRNA DAPI Sobreposicao
+ . . .
Figura 7. A transcricdo é organizada em estruturas pontuadas e dispersas
por todo o nucleo em P. falciparum. RNA nascente de parasitas da fase anel
foi marcado com BrUTP (BrRNA, em verde) e visualizados por ensaio de
imunofluorescéncia, conforme descrito em Material e Métodos. O DNA foi
marcado com DAPI (em vermelho). Os sinais “~" e “+” indicam que a

incorporagao de BrUTP ocorreu na auséncia ou presencga, respectivamente, de

200 ug/ml de a-amanitina. Barra, 1 um.
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4.2 A analise automatizada de imagem em 3D indica que fabricas

de transcrigao sao estruturas dinamicas

A fim de caracterizar quantitativamente o numero e a distribuicdo de
fabricas no nucleo do parasita, nds desenvolvemos, em colaboragdo com o
Image Mining Group do Institut Pasteur Korea, um software para analise
automatizada destas estruturas em imagens 3D adquiridas em microscopio
confocal (figura 6 A-E). A utilizagcdo de analise automatizada de estruturas
subnucleares permite, dentre outras vantagens, uma detecg¢ao objetiva e ndo
enviesada do objeto estudado (Shiels et al., 2007; Dossin et al., 2008).

O software desenvolvido permite a quantificagdo de fabricas de
transcrigcao a partir da identificacdo de picos locais de intensidade (curvatura)
no sinal de BrRNA em séries confocais 3D. Além disso, o software é capaz
de determinar a posi¢ao radial e a intensidade de cada uma das fabricas em
um dado nucleo, conforme descrito em Material e Métodos.

Utilizando populagdes sincronizados, adquirimos séries Z confocais de
parasitas marcados por BrUTP em duas fases distintas do ciclo eritrocitico:
anel (10 horas pos-invasao, ou hpi) e trofozoita jovem (22 hpi — figura 8).
Inesperadamente, o perfil das fabricas de transcricio mostrou-se
visivelmente distinto nestas duas fases: de maneira geral, parasitas a 10 hpi
apresentaram fabricas localizadas em sitios discretos e praticamente
individualizados, enquanto que a 22 hpi geralmente as fabricas
apresentaram-se justapostas e menos individualizadas, com o sinal de
BrRNA algumas vezes irradiando das fabricas para todo o nucleoplasma.
Dado que BrRNA néo é capaz de deixar os sitios de transcri¢cao (Iborra et al.,
1998), concluimos que todo o sinal detectado corresponde a fabricas de
transcricdo e nao a outros sitios de processamento pos-transcrional de RNA.

A analise automatizada das fabricas de transcrigdo mostrou que o
numero de fabricas também varia entre parasitas 10 e 22 hpi (tabela 1): a 10
hpi havia mais fabricas, em média 9 por nucleo, enquanto a 22 hpi havia em
média 6 fabricas apenas. Esta diferenca mostrou-se estatisticamente
significativa (p < 0.0001).
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BrRNA DAPI Sobreposicao

10 hpi

22 hpi

74%

o-amanitina

19%

Figura 8. Perfil de transcricio em diferentes fases do ciclo de vida.
Transcrigao total detectada por marcagcao de RNA nascente in situ com BrUTP
(BrRNA, em verde) em parasitas a 10 hpi (duas fileiras superiores), 22 hpi
(fileiras intermediarias) e a 22 hpi na presenca de 200 ug/ml de a-amanitina
(fileiras inferiores). DNA marcado com DAPI (em vermelho). Neste ultimo caso,
74% da populagéo apresenta apenas uma fabrica de transcricdo, enquanto

19% apresenta duas fabricas. Barra, 1 um.
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E importante ressaltar que embora ndo possamos saber o ndmero
definitivo de fabricas existentes nos diferentes estagios do ciclo eritrocitico,
devido sobretudo aos limites de resolugdo da microscopia Otica, nosso
método automatizado de deteccdo utiliza-se dos mesmos parametros para
identificar e quantificar as fabricas de transcricado de diferentes estagios. O
resultado obtido, portanto, apresenta numeros que permitem comparagdes

entre si com confianca.

Tabela 1. Quantificacio do numero de fabricas de transcrigao
detectadas de forma automatizada em parasitas a 10 e a 22 hpi. DP,

desvio padrao.

n Numero de Volume Intensidade
Estagio
nucleos fabricas fabricas (DP) médio (DP) (DP)
10 hpi 58 502 9 (4) 5.3 (1.7) 1.7 (1.0)
22 hpi 108 621 6 (2) 5.2 (1.6) 3.9 (2.1)

Foi demonstrado por Faro-Trindade e Cook que o numero de fabricas
de transcrigao pode variar quando células-tronco embrionarias totipotentes de
camundongos diferenciam-se em células de endoderma parietal. Contudo,
essa variagao € acompanhada por alteracdes no volume nuclear, de modo
que a densidade de fabricas de transcricéo (isto €, o nimero de fabrica/um?®)
mantém-se constante ao longo do desenvolvimento. A densidade de fabricas
de transcricdo também se manteve constante quando outras linhagens
celulares tais como Hela, ou até mesmo células de outros organismos — no
caso, de salamandras — foram analisadas, pois ainda que haja um aumento
no numero absoluto de fabricas de transcricdo, este € acompanhado por um
aumento no volume nuclear (Faro-Trindade e Cook, 2006a).

Diante desses dados, nos perguntamos se as mudangas no numero
de fabricas detectado em parasitas a 10 e a 22 hpi poderia ser acompanhado
de mudangas no volume nuclear, de forma a manter a densidade de fabricas
constante. Contudo, o volume nuclear entre 10 e 22 hpi mantém-se
praticamente inalterado (aproximadamente 5 um®), e a diferenga de volume

entre as duas populagcdes nao € estatisticamente significativa (p = 0.807).
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Portanto, nossos dados sugerem que em P. falciparum, ao contrario do que
ocorre em eucariotos superiores, a densidade das fabricas de transcricdo nao
se mantém constante ao longo do desenvolvimento do parasita, € mudancgas
na quantidade de fabricas de transcricdo podem ocorrer independentemente
de alteracdes no volume nuclear.

Contudo, a diminuigdo do numero de fabricas a 22 hpi esta associado
a um aumento na intensidade média das mesmas: a 10 hpi, as fabricas
possuem intensidade média de 1.7 (medidas em unidades arbitrarias),
enquanto que a 22 hpi, a intensidade média é de 3.9; a diferenca entre as
médias é estatisticamente significativa (p < 0.0001). Novamente, nossos
dados diferem do que foi descrito para eucariotos superiores, nos quais a
intensidade das fabricas de transcricdo se mantém constante durante o
processo de diferenciagdo de células embrionarias totipotentes em
endoderma parietal, sugerindo que as fabricas comportam uma quantidade
relativamente fixa de RNA nascente (Faro-Trindade & Cook, 2006a).
Portanto, nossos dados sugerem que em P. falciparum, ao contrario do que
ocorre em eucariotos superiores, fabricas de transcricdo sao estruturas
plasticas que podem comportar quantidades variaveis de RNA.

O decréscimo no numero de fabricas de 10 para 22 hpi, associado ao
concomitante aumento da intensidade das mesmas, sugere que fabricas de
transcricdo em P. falciparum sao estruturas dinamicas, reguladas ao longo do
desenvolvimento, e capazes de acomodar sintese de RNA em niveis
variados. No momento, contudo, ndo esta claro se o numero e a intensidade
das fabricas estao relacionados a quantidade de genes transcritos num dado
estagio e/ou a quantidade de genes compartiihando uma mesma fabrica, ou
ainda a taxa de transcricdo basal de cada gene. Dados de microarray
estimam que haja aproximadamente 560 genes transcritos em parasitas a 10
hpi (idade média da populacéo de 8 a 12 hpi, conforme explicado em Material
e Métodos), enquanto que ha aproximadamente 360 genes ativos em
parasitas a 22 hpi (idade média da populacédo de 20 a 24 hpi; Bozdech et al.,

2003, http://plasmodb.org/plasmo/ - ver tabela 2). Se considerarmos apenas o

total de genes transcritos, a hipotese mais simples € a de que a quantidade
de fabricas de um dado estagio € ao menos parcialmente determinada pelo

numero de genes transcritos naquele periodo. Nesse aspecto, quando
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dividimos o numero de genes ativos de um estagio pela numero médio de
fabricas, observamos que tanto a 10 quanto a 22 hpi ha cerca de 60 genes,
em média, por fabrica. Embora esta seja apenas uma estimativa, o fato de o
numero médio de genes por fabricas ter se mantido constante entre 10 e 22
hpi sugere que o numero de fabricas de transcricdo pode estar
correlacionado com a quantidade de genes transcritos num dado momento.

Ainda assim, ha muito menos fabricas do que genes transcritos num
dado estagio, indicando que (i) diferentes genes devem compartilhar fabricas
e (ii) o numero de fabricas de transcri¢cdo é limitante, sendo ao menos uma
ordem de grandeza menor do que o numero de genes transcritos num dado
estagio. Nossos dados estdo de acordo com o descrito em células eritroides,
cujo numero de fabricas de transcricdo é limitado a uma média de 200 por
nucleo, apesar dessas células expressarem cerca de 4000 genes (Osborne
et al., 2004).

Tabela 2. Numero teérico médio de genes compartilhando uma mesma

fabrica a 10 e a 22 hpi.

Numero de Numero de Numero tedrico meédio
Estagio
genes ativos fabricas de genes/fabricas
10 hpi 561 9 ~ 62
22 hpi 359 6 ~ 60

As fabricas de transcricdo de RNApoll também foram analisadas
(figura 8). Em parasitas 22 hpi tratados a-amanitina, observamos em 74%
dos casos apenas uma fabrica de transcricdo por nucleo, embora duas
fabricas tenham sido observadas em 19% dos nucleos analisados. Nos 7%
restantes, observamos de trés a, raramente, quatro fabricas (dados nao
mostrados).

Durante o ciclo eritrocitico, P. falciparum expressa apenas duas
unidades de rRNA A-type (McCutchan et al., 1988; Waters et al., 1995). Noés
especulamos que cada uma das fabricas resistente a a-amanitina
corresponda a transcricdo de uma das duas unidades rRNA A-type. Contudo,

nao esta claro se, quando apenas uma fabrica € observada, se esta
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corresponde a transcrigdo de apenas uma unidade A-type, sendo que a outra
unidade estaria silenciada, ou se as duas unidades A-type estdo sendo
transcritas numa mesma fabrica. Em alguns casos foi observada a existéncia
de uma segunda fabrica resistente a a-amanitina, sugerindo que unidades de
rRNA A-type nao compartilham, obrigatoriamente, uma mesma fabrica de
transcricdo. Em Hela, diversas unidades de rDNA dividem as mesmas
fabricas de transcricdo nucleolares (Hozak et al, 1994) , contudo a
organizacao gendmica dos genes de rDNA nos organismos modelos é tao
distinta da observada em P. falciparum (Gardner et al., 2002), e a
organizacao do nucléolo neste parasita € tdo pouco conhecida, que se torna
arriscado estabelecer paralelos entre o nucléolo do parasita e de outros
eucariotos, ao menos no que se diz respeito a organizagao da transcrigao.
Também observamos, embora em baixas freqiéncias, que algumas
vezes existem por nucleo de 3 a 4 fabricas de transcrigdo resistentes a a-
amanitina. Essas fabricas extras podem ser atribuidas a transcricdo de
unidades de rRNA S-type, cuja expressdao ocorre em formas eritrociticas
comprometidas com o desenvolvimento sexual (Waters et al., 1989; Waters
et al., 1997). A baixa freqiéncia de nucleos contendo de 3 a 4 fabricas pode
ser artibuida, neste caso, a baixa frequéncia de gametocitogénese na
populagcado. Uma outra possibilidade, mais remota, € a de que estas fabricas
“extras” estariam localizadas fora do nucléolo e seriam responsaveis pela
transcricdo de outros genes que nao rRNA. Em Trypanosoma brucei, os
genes vsg e prociclin sao transcritos por RNApoll em um expression body
diferente do nucléolo (Landeira & Navarro, 2007; Navarro & Gull, 2001).
Contudo, em P. falciparum, nao existe evidéncia de que outros genes que
nao rDNAs sejam transcritos por RNApoll. Uma terceira possibilidade € que
as fabricas “extras” correspondam a fabricas de RNApollll, que transcreve
tRNA e outros RNAs néao codificadores de proteinas (ncRNAs; Pombo et al.,
1999). A RNApollll de P. falciparum néao foi funcionalmente caracterizada em
relacdo a sensibilidade a a-amanitina, e ndo se sabe quais/quantos genes
sao transcritos por RNApollll, mas nés consideramos que, caso as fabricas
“extras” resistentes a a-amanitina representassem fabricas de RNApollll,

entao essas fabricas deveriam ser visiveis em frequéncias maiores que 7%
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da populagao. Portanto, experimentos futuros que combinem tratamento com
a-amanitina e RNA-FISH para rRNA A-type e S-type serao necessarios para

determinar as frequéncias de ativacao de S-type durante o ciclo eritrocitico.
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4.3 O numero de fabricas de transcricido esta fracamente

correlacionado com volume nuclear

Conforme mencionado acima, o numero de fabricas de transcricdo em
vertebrados esta correlacionado ao volume nuclear (Faro-Trindade & Cook,
2006a). Ainda que a variagao inter-populacional (entre 10 e 22 hpi) do
numero médio de fabricas ndo seja acompanhada por variagdes no volume
nuclear médio nuclear, ndés indagamos se a variabilidade observada no
numero de fabricas dentro da populagdo de 10 ou 22 hpi esta correlacionada
ao volume nuclear, que também apresenta variagao dentro da populagao (ver
tabela 1). Contudo, o numero de fabricas de um dado nucleo apresenta fraca
correlacdo com o volume nuclear (figura 9), como indicado pelos baixos
coeficientes de determinagdo (R?). Isto reforca a idéia de que em P.
falciparum, diferentemente do observado em eucariotos superiores, 0 niumero
de fabricas é dinamico e esta correlacionado primariamente ao numero de

genes transcritos, e apenas parcialmente ao volume nuclear.
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Figura 9. Nimero de fabricas de transcricao esta apenas parcialmente

correlacionado com o volume nuclear. Graficos mostram distribuicdo do

numero de fabricas de transcricdo de cada nucleo em relagdo ao volume

nuclear. Acima, em vermelho, fabricas de transcri¢gao total em parasitas 10 hpi;

abaixo, em verde, fabricas de transcricdo total em parasitas 22 hpi. R2,

coeficiente de determinagao.
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4.4 Parasitas em diferentes fases do ciclo eritrocitico apresentam

distribuicao espacial distinta das fabricas de transcrigao

Em seguida, nos perguntamos se ha mudangas em relagédo a
distribuicdo nuclear de fabricas de transcri¢ao entre 10 e 22 hpi. Para tanto, a
posicdo nuclear de cada fabrica foi determinada medindo-se a distancia da
fabrica ao centro do nucleo, e em seguida normalizando as distancias de
forma a permitir comparacgdes entre nucleos diferentes (conforme descrito em
Material e Métodos). A analise da distribuicdo nuclear das fabricas
demonstrou que ha reorganizagao espacial da transcricdo ao longo do ciclo
eritrocitico (figura 10): embora as fabricas estejam distribuidas por todo o
nucleo em ambos os casos, a 10 hpi, surpreendentemente, ha mais fabricas
localizadas preferencialmente na periferia do nucleo, enquanto que a 22 hpi,
as fabricas encontram-se quase que igualmente dispersas por trés zonas
nucleares concéntricas de igual volume. As fabricas de RNApoll, contudo,
estao preferencialmente distribuidas nas zonas mais centrais do nucleo.

Conforme mencionado anteriormente, a zona perinuclear € composta
por uma faixa de heterocromatina em P. falciparum (Ralph et al., 2005; Ralph
& Scherf, 2005), e os fatores de silenciamento PfSir2A, PfOrc1 e PfHP1
encontram-se distribuidos preferencialmente nesta zona nuclear (Freitas-
Junior et al., 2005; Mancio-Silva et al., 2008b; Pérez-Toledo et al., 2009).
Contudo, a transcrigao dos genes var ocorre na periferia do nucleo (Ralph et
al., 2005; Duraisingh et al., 2005; Marty et al., 2006; Lopez-Rubio et al.,
2009), sugerindo que, apesar da presenga de estrutura heterocromatica e
dos fatores de silenciamento, existe uma certa permissividade transcricional
nesta regido. Semelhante ao que ocorre em T. brucei para 0s genes vsg
(Navarro & Gull, 2001), e dadas as evidéncias de que o gene var ativo
desloca-se dos clusters teloméricos quando transcrito (Ralph et al., 2005;
Lopez-Rubio et al., 2009), também foi levantada a hipotese de que existe
uma regiao da periferia nuclear especializada na transcricdo de genes var, e
a translocacao do gene var ativo para esta zona consistiria num mecanismo
de exclusao alélica, garantindo que apenas aquele membro da familia seja
expresso (Scherf et al., 2008).
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Figura 10. Redistribuicido das fabricas de transcricido durante o ciclo
eritrocitico. Histograma mostrando a distribuicdo relativa de fabricas de
transcrigdo em 3 zonas nucleares concéntricas de volume iguais, sendo a zona
1 mais central e a zona 3 mais periférica (ver Material e Métodos). A linha
pontilhada indica o valor de 33,3%, correspondente a probabilidade de
localizagao ao acaso de fabricas de transcricdo em umas das 3 zonas. Amanitin
indica parasitas em que a incorporagdo de BrUTP se deu na presenga de 200

ug/ml de a-amanitina, conforme descrito em Material e Métodos.
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Nossos resultados sao os primeiros, entretanto, a sugerir que a periferia
seja a regiao preferencial de transcricao geral em parasitas a 10 hpi, € ndo
apenas de genes var. A periferia ndo €, contudo, a regido preferencial de
transcricdo em todo o ciclo de vida, ja que a 22 hpi as regides central,
intermediaria e periférica apresentam a mesma probabilidade de conter
fabricas de transcricdo. Recentemente, foi descrito que a probabilidade da
transcricdo do gene var ativo ocorrer na periferia do nucleo é cerca de 45 -
50% (Lopez-Rubio et al., 2009), muito semelhante as frequéncias de fabricas
de transcri¢cao na periferia a 10 hpi. Em vista desses achados, as frequéncias
de localizagao do gene var na periferia do nucleo devem ser interpretadas
com cautela pois podem, simplesmente, refletir a maior probabilidade de um
dado gene ser transcrito na periferia em parasitas na fase anel.

Este também € o primeiro relato quantitativo que encontramos de uma
localizagao preferencial de fabricas de transcricdo numa zona nuclear, ja que
em mamiferos as fabricas de transcricao encontram-se distribuidas por todo
0 nucleo (Faro-Trindade & Cook, 2006a). Neste mesmo estudo, os autores
ainda reportaram que nado ha qualquer mudanga no padrao aleatério de
distribuicdo nuclear das fabricas durante a diferenciacao de células-tronco de
camundongos em endoderma parietal. Portanto, o fato de as fabricas de
transcricdo em P. falciparum sofrerem redistribuicdo espacial entre 10 e 22
hpi é bastante surpreendente, e reforca a nocao de que as fabricas de
transcricdo sao estruturas plasticas, reguladas de forma diferenciada ao
longo do processo de desenvolvimento/diferenciagdo que ocorre durante o
ciclo eritrocitico.

As fabricas de transcricdo de RNApoll foram encontradas em maior
freqiéncia na zona central do nucleo (figura 10). Este achado é bastante
inesperado dado que o nucléolo foi descrito como uma estrutura perinuclear
em P. falciparum. Contudo, neste estudo (Figueiredo et al., 2005) foram
utilizados parasitas na fase anel, enquanto nés medimos a distribuicao de
fabricas de RNApoll em parasitas da fase trofozoita (22 hpi). Em vista da
redistribuicdo espacial de fabricas de transcricao total observada entre 10 e
22 hpi, ndo é de todo inesperado que a transcri¢do nucleolar — ou talvez o
nucléolo como um todo — possa também sofrer translocacao espacial durante

o ciclo eritrocitico.
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Recentemente, foi descrito que PfSir2ZA e PfOrc1 colocalizam com
nucléolo na periferia nuclear em anéis, mas sofrem dispersao pelo nucleo em
trofozoitas e esquizontes (Mancio-Silva et al., 2008b). Esses resultados
sugerem que é possivel que material nucleolar seja redistribuido pelo nucleo,
possivelmente como consequéncia da entrada na fase S, conforme o parasita
avanca pelo ciclo eritrocitico. Portanto, o fato de transcricdo por RNApoll
localizar-se preferencialmente no centro do nucleo pode refletir a dispersao

de componentes nucleolares ao inicio da fase S.
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4.5 A transcrigdao ocorre preferencialmente em areas de baixa

densidade de cromatina

Dada a distribuicdo das fabricas de transcrigdo por todo o nucleo,
ainda que preferencialmente localizada na periferia em parasitas 10 hpi, nos
perguntamos se a posicdo nuclear das fabricas de transcricdo esta
correlacionada com a intensidade das mesmas, isto é, se fabricas de
intensidade diferentes encontram-se distribuidas em zonas nucleares
distintas. Alguma evidéncia a favor da distribuicao preferencial foi observada
durante as analises das séries-Z confocais, que demonstraram que, ao
menos em alguns nucleos, as fabricas de transcricdo mais intensas
localizavam-se sobretudo na zona periférica. Frequentemente também
observamos que as fabricas de transcricdo mais intensas localizavam-se em
areas nucleares de baixa marcagao por DAPI.

Quando a intensidade de cada uma das fabricas de transcricao foi
analisada em relagdo a sua posi¢cao nuclear, verificamos que nao existe
correlacdo, ao menos linear, entre a intensidade de uma fabrica e a sua
distancia radial ao centro do nucleo, tanto em parasitas a 10 quanto a 22 hpi
(figura 11).

Contudo, a analise da relagao entre o sinal de BrRNA com o de DAPI
mostra que estes dois marcadores estdo inversamente relacionados, sendo
que os picos do sinal de BrRNA, que correspondem a fabricas de transcricao,
localizam-se em areas de baixa marcagdo por DAPI (figura 12). Esses
resultados sugerem que a transcricdo ocorre preferencialmente em um
compartimento nuclear caracterizado por baixa marcagao por DAPI, e
indicam que a intensidade de uma fabrica de transcricdio ndo esta
correlacionada com a sua posi¢ao nuclear, mas sim com a menor densidade
de cromatina associada aquela regiao.

Em mamiferos sabe-se que a transcricdo ocorre em areas de baixa
densidade de cromatina localizadas na superficie dos territérios de
cromossomos, e a regido central das fabricas € ocupada apenas por
proteinas e BrRNA, mas ndao DNA (Cmarko et al., 1999; Eskiw et al., 2008;

Zirbel et al., 1993). Nesse contexto, nossos dados indicam que as regides de
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baixa intensidade de DAPI em P. falciparum correspondem a regides de
baixa densidade de cromatina e que, assim como em mamiferos, a
transcricdo ocorre preferencialmente na superficie dos cromossomos, onde

genes ativos estariam localizados.
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Figura 11. Intensidade das fabricas de transcricido nao esta relacionada

com a posicao da fabrica no nucleo. Graficos mostram distribuicdo da

intensidade de cada fabrica de transcricdo em relagao a distancia da fabrica ao

centro do respectivo nucleo. Acima, em vermelho, fabricas de transcricao total

em parasitas 10 hpi; abaixo, em verde, fabricas de transcricao total em

parasitas 22 hpi. R?, coeficiente de determinacao.
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Figura 12. Fabricas de transcricao localizam-se preferencialmente em
zonas de baixa densidade de cromatina. Os graficos mostram o perfil de
intensidade das fabricas de transcricido (BrRNA, em verde) e cromatina
(DAPI, em vermelho) ao longo da linha (em verde) tracada sobre a imagem
confocal correspondente, conforme mostrado (sobreposicéo). (A) transcrigcao
total em parasitas 10 hpi; (B) transcricdo total em parasitas 22 hpi; (C)

transcricao na presenca de 200 ug/ml a-amanitina (parasitas 22 hpi).
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4.6 Fabricas de transcricio definem um compartimento nuclear

distinto de zonas de silenciamento em P. falciparum

O nucleo do P. falciparum é organizado em subcompartimentos
discretos, e zonas de cromatina ativa localizam-se em compartimentos
distintos de zonas de silenciamento (Issar et al., 2009, Volz et al., 2009).
Diante desse cenario, nos perguntamos se as fabricas de transcricao formam
um compartimento exclusivo, ou se sao definidas ndo s6 pelos sitios de
BrRNA mas também por outros marcadores de cromatina ativa.

O primeiro marcador a ser estudado foi PfSir2A, uma deacetilase de
histonas que se encontra distribuida na periferia nuclear e no nucléolo e
capaz de silenciar genes de viruléncia tais como genes var e rif (Freitas-
Junior et el., 2005; Duraisingh et al., 2005; Tonkin et al., 2009). Dado que
fabricas de transcricao foram observadas na periferia nuclear tanto a 10
quanto a 22 hpi (figura 8 e 10), nos perguntamos se as fabricas periféricas
localizariam em areas marcadas por PfSir2A.

Ensaio de imunofluorescéncia para PfSir2ZA e combinado com
incorporagdo de BrUTP mostram que fabricas de transcricdo formam
compartimentos excludentes, ainda que ambos ocupem a periferia nuclear
(figura 13A). O mesmo ocorre para fabricas de RNApoll embora PfSir2A
localize-se também no nucléolo, a transcricdo por RNApoll ocorre em areas
pobres em/excluidas de PfSir2A (figura 13A). Estes resultados mostram que
a periferia nuclear € uma regidao que comporta transcricao e silenciamento
lado a lado, sugerindo a existéncia de um alto grau de
subcompartimentalizagao e especializagao regional de processos distintos de
regulagao transcricional. Contudo, os fatores moleculares que garantem a
‘insulacao” de processos antagbnicos tais como silenciamento e transcrigdo

permanecem completamente desconhecidos.
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4.7 O marcador nucleolar PfNop1 colocaliza apenas parcialmente

com fabricas de RANpoll

A relacdo das fabricas de transcrigdo com o marcador nucleolar
PfNop1 também foi analisada (figura 13B). Em condi¢cdes de marcagao total,
nao se observa qualquer colocalizacdo entre PfNop1 e fabricas de
transcricdo, sugerindo que nestas condigdes a marcagcdo por RNApolll é
favorecida. Contudo, na presenca de a-amanitina, apenas a transcrigao por
RNApoll é detectada e se observa colocalizagdo parcial de fabricas de
RNApoll com PfNop1 (figura 13B). Em alguns casos, observamos
colocalizagdo de apenas uma das duas fabricas de RNApoll detectadas com
PfNop1. O fato das fabricas de RNApoll ndo necessariamente colocalizarem
com o marcador nucleolar PfNop1 em P. falciparum sugere que a
organizagao da transcrigdo nucleolar deste parasita difere da de outros
eucariotos.

Em eucariotos em geral, a transcricdo de rRNA ocorre nas regides
fibrilares, da qual a proteina fibrilarina, ou PfNop1, € um componente
estrutural (Raksa et al., 2006). As regides fibrilares nunca foram visualizadas
no nucléolo de P. falciparum, e portanto ndo se sabe se o papel de PfNop1
seria 0 mesmo exercido pela fibrilarina/Nop1 em outros eucariotos. Além
disso, a colocalizagdo ocasional de PfNop1 e fabricas de RNApoll pode ser
um reflexo da possivel dispersdao dos componentes nucleolares com a
entrada do parasita na fase S, conforme discutido acima (ver item 4.4).

Contudo, dado o pequeno numero de unidades de rDNA, e a
regulacdo especial a que estdo submetidas, o nucléolo em Plasmodium
aparenta ser altamente diferenciado do nucléolo de outros eucariotos. Até o
momento, poucos estudos caracterizaram o nucléolo de P. falciparum, e o
marcador nucleolar de exceléncia € PfNop1 (Figueiredo et al., 2005), mas
também PfSir2A, PfOrc1 e telomerase sao encontrados no nucléolo (Freitas-
Junior et al., 2005; Figueiredo et al., 2005; Mancio-Silva et al., 2008a),
indicando que este compartimento esta associado com outras fungdes além
da sintese de rRNA. Além disso, pouco se conhece sobre a regulagao das
diferentes unidades de rDNA, e mais estudos, tais como DNA/RNA-FISH
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para as diferentes unidades de rDNA/rRNA, seriam necessarios para explicar
a colocalizagao parcial da fabricas de RNApoll com PfNop1 e também para

investigar a dinamica da organizagao nucleolar ao longo do ciclo eritrocitico.
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Figura 13. Fabricas de transcricido localizam em um compartimento
nuclear diferenciado de areas de silenciamento e do nucléolo. Ensaio de
imunofluorescéncia para RNAs nascentes de parasitas jovens (fase anel)
marcados com BrUTP (BrRNA, em verde) e para os compartimentos de (A)
PfSir2A e (B) PfNop1 (ambos em vermelho). A esquerda, os sinais “—”
(transcrigao total) e “+” (transcricao por Pol |, apenas) indicam respectivamente
a auséncia ou presenga de 200 ug/ml de a-amanitina durante o ensaio de

incorporagao de BrTUP. DNA corado com DAPI, em azul. Barras, 1 um.
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4.8 Modificagoes de histonas caracteristicas da cromatina ativa

nao determinam nao o compartimento de transcrigcao

A acetilacdo de histonas € uma das caracteristicas de cromatina ativa
tanto em eucariotos superiores quanto em P. falciparum. A cromatina ativa
pode ser visualizada por marcagcdo com anticorpo especifico para acetilacao
da histona H4 (H4ac), por exemplo (Freitas-Junior et al., 2005). Utilizando
ensaio de imunofluorescéncia, decidimos investigar a organizagcdo espacial
da cromatina ativa em relacao as fabricas de transcri¢ao, a fim de verificar se
H4ac é um marcador de fabricas de transcricdo. Contudo, embora as fabricas
de transcricdo estejam aparentemente contidas no espaco ocupado pela
cromatina ativa, o padréao observado em imunofluorescéncia para H4ac
mostra-se diferenciado do padrdo de BrRNA (figura 14A), tanto para
transcrigao total quanto para transcricdo por RNApoll. Aparentemente, H4ac
esta distribuida por todo o nucleo e parece marcar toda a cromatina
visualizada por DAPI, sugerindo que o estado de acetilagdo da cromatina nao
€ suficiente para determinar a transcricdo de um gene em P. falciparum.

Essas observagdes vao ao encontro do que foi descrito por (Salcedo-
Amaya et al., 2009). Neste trabalho, os autores demonstraram que os
promotores de genes transcritos em esquizontes possuem um alto grau de
histona H3 acetilada na lisina 9 (H3K9ac), um marcador classico de
cromatina ativa em eucariotos superiores e leveduras e que, apos a invasao,
quedas nos niveis de expressao dos genes sao acompanhadas por quedas
nos niveis de H3K9ac e aumento nos niveis de histona H3 trimetilada na
lisina 9 (H3K9me3), um marcador de heterocromatina. Contudo, genes
transcritos em anéis ndo apresentam diferencas no niveis de
H3K9ac/H3K9me3 quando ativos em comparacdo aos niveis detectados
quando estao silenciados. Portanto, este estudo mostra que o estado de
acetilacdo de um gene nao é fator suficiente para garantir a transcri¢ao, e
que genes expressos em diferentes fases do ciclo eritrocitico apresentam
regulagao diferenciada, ao menos no que diz respeito ao padrao de
acetilacao/trimetilacdo de H3K9. Um outro estudo demonstrou que os fatores

de transcricao PfTBP e PfTFIIE, que fazem parte do complexo de pré-
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iniciacao (PIC) da RNApolll, permanecem ligados aos genes ativos durante o
ciclo eritrocitico, independentemente do estado transcricional e dos niveis de
H3ac e H4ac dos genes (Gopalakrishnan et al.,, 2009). Neste contexto,
nossos resultados mostram que a acetilagcdo de histonas ndo esta
correlacionada com a presenca de um gene em fabricas de transcri¢gao e que,
até entdo, BrRNA ¢é o unico marcador dessas estruturas em P. falciparum.
Recentemente foi sugerido por Scherf e colaboradores que a histona
H3 trimetilada na lisina 79 (H3K79me3) seria um marcador para fabricas de
transcricdo em P. falciparum (Issar et al., 2009). Contudo, a analise de
marcacédo de BrRNA concomitantemente a marcagéo de H3K79me3 mostrou
que fabricas de transcricao — tanto fabricas de RNApoll quanto de RNApolll —
formam um compartimento distinto de H3K79me3 (figura 14B).
Curiosamente, ambos marcadores resultam em um padrao de estruturas
pontuadas discretas distribuidas por todo o nucleo, contudo cada marcador
caracteriza um compartimento diferenciado, aparentando inclusive serem
excludentes. Portanto, H3K79me3 nao parece ser um marcador de fabricas
de transcricdo e mais estudos sao necessarios para elucidar a funcao desta

modificagao de histona na regulagao génica em P. falciparum.
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Figura 14. Fabricas de transcricido localizam em um compartimento
nuclear diferenciado da cromatina ativa e da modificagado H3K79me3.
Ensaio de imunofluorescéncia para RNAs nascente de parasitas na fase anel
(BrRNA, em verde) e para os compartimentos (em vermelho) de (A) cromatina
ativa, definida por H4ac, e (B) H3K79me3, proposto marcador de fabricas de

transcricdo. Os sinais (transcricao total) e “+” indicam respectivamente

auséncia ou presenca de 200 ug/ml de a-amanitina durante o ensaio de

incorporagao de BrTUP. DNA corado com DAPI, em azul. Barras, 1 um.
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4.9 Consideragoes sobre a arquitetura da transcricao e

organizacao espacial da cromatina

Em resumo, nossos resultados sugerem fortemente que a transcricao
em P. falciparum esta de fato organizada em fabricas, estruturas dindmicas
que variam em numero, localizagéo e intensidade durante o ciclo eritrocitico.
Ao contrario do que foi demonstrado em outros eucariotos, a quantidade de
fabricas de transcricdo em P. falciparum nao parece estar correlacionada
com o volume nuclear, mas ha indicios de que o numero de fabricas esteja
associado a quantidade de genes expressos durante um determinado
periodo do ciclo eritrocitico. Dado que ha muitos mais genes ativos do que
fabricas de transcricdo observadas durante um dado momento do ciclo, os
genes ativos seriam obrigados a compartilhar fabricas ao serem transcritos.

As diferencas na quantidade, distribuicdo e intensidade das fabricas
de transcricdo em parasitas das fases anel e trofozoita indicam que as
fabricas de transcricdo sdo um compartimento nuclear regulado durante as
etapas de desenvolvimento do parasita de anel para esquizonte, apontando
para a necessidade de se especificar e considerar a fase do ciclo eritrocitico
quando se estuda a organizacao nuclear. As fabricas de transcrigdo formam
um compartimento nuclear novo, distinto de todos descritos até entao para P.
falciparum, e estdo localizadas preferencialmente em areas de baixa
densidade de cromatina, sugerindo que a organizagao da transcricao esta
ligada a organizagao espacial dos cromossomos.

Dado que os genes de P. falciparum sao regulados ao longo do
desenvolvimento no ciclo eritrocitico (Bozedch et al., 2003; Le Roch et al.,
2003), nos perguntamos se genes co-regulados estariam associados
espacialmente no momento da transcricdo, ou seja, se genes funcionalmente
relacionados e co-expressos seriam transcritos na mesma fabrica (figura 15).
Esta hipétese encontra um paralelo em mamiferos, dado que diversos genes
regulados ao longo do desenvolvimento/diferenciagcdo apresentam-se em
maior proximidade no nucleo quando transcritos, sugerindo que tais genes
estejam compartilhando a mesma fabricas de transcricdo (Sutherland &
Bickmore, 2009).
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Com excecao dos genes var e clusters teloméricos, pouco se sabe
sobre a organizacao espacial do genoma de P. falciparum. Nao se sabe, por
exemplo, se os cromossomos ocupam territorios preferenciais, tal como em
mamiferos (Cremer et al., 2006), ou se estao distribuidos aleatoriamente pelo
nucleo (ainda que ancorados a membrana nuclear — ver hipéteses A e B na
figura 15). Portanto, esses e outros cenarios plausiveis devem ser elucidados
para obtermos uma idéia clara da organizagdo espacial da cromatina neste
parasita, e determinar assim com maior clareza como a arquitetura do nucleo
e regulacao génica estao relacionados.

A fim de testar a hipotese de que genes funcionalmente relacionados e
co-expressos dividem a mesma fabrica de transcrigdo, resolvemos investigar
ao longo do ciclo eritrocitico a posi¢ao de genes co-ativados, tais como genes
de invaséo, utilizando Fluorescence in situ hybridization para visualizagcao de
sequéncias especificas de DNA (DNA-FISH).
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Figura 15. Hipoteses sobre a organizagidgo da cromatina e da
transcricao em P. falciparum. Acima, trés cromossomos hipotéticos sao
representados contendo telémeros (circulos pretos) e genes (retangulos)
também hipotéticos. Retangulos brancos representam genes silenciados
durante o ciclo eritrocitico, retangulos vermelhos e roxos representam
grupos distintos (“A” e “B”) de genes co-expressos que sao funcionalmente
correlacionados (ou seja, estdo ligados a uma mesma via, tal como invasao
ou replicacédo de DNA). Contudo, grupos “A” e “B” ndo sao funcionalmente
relacionados entre si. A hipétese A mostra que genes de um mesmo grupo
compartilham uma mesma fabrica de transcricdo entre si, mas ndo com
genes de grupos diferentes. Na hipotese B, a transcricdo dos genes é
confinada ao territério ocupado pelo cromossomo, ou entdo ocorre
aleatoriamente em qualquer fabrica de transcricdo disponivel, havendo

promiscuidade no grupo de genes que compartilham uma mesma fabrica.
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410 Um novo protocolo para FISH resulta em nucleos mais

conservados

O protocolo de DNA-FISH foi originalmente desenvolvido em P.
falciparum para visualizagdo dos clusters teloméricos (Freitas-Junior et al.,
2000). Contudo, ao executarmos este protocolo para visualizagdo de genes
de cédpia unica (tais como os genes de invasao), observamos um baixissimo
rendimento nos experimentos, sendo raros 0s nucleos que apresentavam
sinais. Além disso, o background exibido nas preparacbes era bastante
intenso e se assemelhava a sinais auténticos de FISH, dificultando bastante a
interpretacdo dos resultados. Por fim, também observamos alteracdes
inconsistentes na morfologia nuclear, tais como nucleos de contorno irregular
e ramificado. Estas alteragdes, contudo, nunca eram observadas em outras
preparagdes tais como imunofluorescéncia de células mantidas em
suspensao ou de células marcadas com BrUTP. Também frequentemente
observamos que sinais auténticos de FISH localizavam-se relativamente
distantes do nucleo definido pela marcagao com DAPI.

Estes fatos nos motivaram a estabelecer um protocolo alternativo que
permitisse melhor conservacdo da estrutura nuclear, diminuindo o
background observado em preparagoes de FISH e, assim, permitir obtencao
resultados reprodutiveis e confiaveis.

Enquanto tentavamos estabelecer este protocolo, optamos por utilizar
sondas para telébmeros e para a repeticdo Rep20. Teldmeros e Rep20
localizam-se nos clusters teloméricos e, devido aos tamanhos e presenca em
todos os cromossomos (ou quase todos, no caso de Rep20), as repeticdes
de telébmero e Rep20 produzem sondas de DNA-FISH robustas e de facil
deteccao, tornando-as candidatas ideais para otimizagdo do protocolo de
DNA-FISH.

O procedimento tipico de FISH requer uma série de diferentes etapas
tais como desidratacao, fixacdo, desnaturacdo e hibridizagdo. Algumas
destas etapas podem afetar a ultraestrutura nuclear (Kozubek et al., 2000;
Mongelard et al., 1999; Solovei et al., 2002). Quando os eritrécitos infectados

sdo secos anteriormente a fixacdo (P1 — ver Material e Métodos),
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consistentemente observamos alteracbes da morfologia nuclear, intenso
background e localizacdo dos sinais de FISH muitas vezes fora do nucleo,
conforme mencionado acima. Isso nos levou a especular se o tratamento aos
quais as células eram submetidas antes do FISH, isto €, secagem e fixacao
por curto periodo a temperatura ambiente, estariam ainda que indiretamente
relacionadas a perda da estrutura nuclear durante a execugdao do FISH.
Portanto, decidimos estabelecer um protocolo de fixagdo alternativo. Ao
menos qualitativamente, fixagcbes mais longas (~16 h) de células mantidas
em suspensao a temperaturas mais baixas resultam em nucleos mais
esféricos e definidos espacialmente, de morfologia mais conservada,
assemelhando-se a morfologia nuclear normalmente observada quando
outras técnicas tais como imunofluorescéncia em suspenséo sao executadas
(figura 16A).

A fim de quantificar as diferencas observadas na morfologia entre
nucleos submetidos a P1- e P2-FISH, utilizamos um algoritmo bem
estabelecido de analise automatizada de imagem para computar a forma e a
deformagao dos nucleos (figura 16B). Este algoritmo € normalmente
chamado de indice de compactagao e mede o grau de “circularidade”, ou
compactagao, de um objeto em 2D (no caso, nucleos corados com DAPI).
Como esperado, nucleos submetidos a P1-FISH mostraram-se mais
deformados, com um indice de compactagdo de 0.79 (x0.09, n = 145),
quando comparados a nucleos submetidos a P2-FISH, cujo indice de
compactacao foi 0.92 (x0.03, n = 189). E importante ressaltar que o indice de
compactagao de nucleos preparados de acordo com P2, mas ndo submetidos
a FISH, foi de 0.95 (+0.03, n = 16 — ver figura 16C). Portanto, nucleos
preparados por P1-FISH apresentam-se mais deformados, e portanto menos

conservados, do que nucleos preparados por P2-FISH.
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Figura 16. Nucleos de parasitas submetidos ao protocolo P1-FISH sao
mais deformados (menos compactos) do que nucleos de parasitas
submetidos ao protocolo P2-FISH. (A) Exemplo de nucleos de parasitas
(DNA corado com DAPI) utlizados para analise de deformacéo apds serem
submetidos ao protocolo P1 (esquerda) ou P2 (direita) e FISH. Barra, 2 um.
(B) Exemplos de nucleos segmentados automaticamente e utilizados para
analise de compactacéao: o valor da area cinza de cada nucleo € computado
para o calculo do indice de compactacédo; um circulo teria um indice de
compactagao igual a 1. Os numeros de 1 — 5 e | — V correspondem aos
nucleos visualizados em (A), em P1 e P2 respectivamente. Barra, 1 um. (C)
indices de compactacdo do nucleo de parasitas submetidos a P1-FISH (n =
145), P2-FISH (n = 189), e preP2 (mesma fixacdo do P2, mas nao
submetidos a FISH; n = 16); quanto mais deformado o nucleo, menos
compacto, e portanto menor o valor do indice. As barras verticais

representam o desvio padréo das respectivas populagdes.
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4.11 Analise automatizada de imagens em 3D mostra que P2-FISH
resulta em volume nuclear mais conservado e menor variabilidade no

numero de clusters teloméricos

A fim de confirmar os dados medidos em 2D, analisamos as imagens
3D de forma automatizada, semelhante ao procedimento utilizado para
fabricas de transcricdo, descrito acima. Nucleos de P1- e P2-FISH foram
hibridizados com sondas teloméricas e utilizados na aquisicdo de séries-Z em
microscoépio confocal, analisadas para detecgao dos clusters teloméricos e
medidas de volume.

De acordo com o que foi observado em microscopia de
epifluorescéncia (figura 16), projecdes 2D das séries-Z mostram que P1-FISH
resulta em nucleos maiores e mais irregulares, quando comparados a
nucleos preparados por P2-FISH (figura 17A). N6s também observamos que
nucleos preparados por P1-FISH apresentavam muitas vezes ramificagdes,
as quais normalmente n&o sao visiveis em miscroscopia de epifluorescéncia,
mas tais ramificagcdes nao foram observadas em nucleos submetidos a P2-
FISH.

O volume aparente de nucleos de P1-FISH foi, em média, 15 = 5.4,
enquanto que o volume médio de nucleos submetidos a P2-FISH foi 8.3 + 2.3
(figura 17B). A diferenga observada entre os volumes nucleares obtidos em
cada uma das preparagdes mostrou-se estatisticamente significativa
(p=0.0001). Portanto, ndo apenas P1-FISH leva a maior deformacédo do
nucleo, mas também causa um aumento de volume e maior variabilidade na
populacao, do que P2-FISH.

O aumento na deformacéao e volume nucleares observado em nucleos
submetidos a P1-FISH pode ser ao menos parcialmente explicado pela etapa
de desidratacdo a qual os eritrécitos infectados sdo submetidos antes da
fixagdo. Em células humanas, por exemplo, desidratagao/fixagcdo por metanol
e acido acético causa achatamento do nucleo e aumento na superficie
nuclear (Kozubek et al, 2000). Embora ndo tenhamos observado
achatamento, nossas observagdes de aumento na superficie e no volume

nucleares vao ao encontiro desses resultados. Por outro lado, nucleos
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submetidos a P2-FISH foram sempre mantidos em suspensao e
desidratagbes foram cuidadosamente evitadas durante toda a execugao do
FISH, evitando assim deformacgdes e permitindo maior conservacédo da
estrutura nuclear.

Outro fator que pode contribuir para maior conservagao da morfologia
e volume nucleares em P2-FISH é o protocolo de fixagdo. Em células
humanas, o tipo de fixacdo € essencial para a manutengdo da organizacao
da cromatina durante a etapa de desnaturacdo do DNA, e paraformaldeido é
o fixador de escolha para obter um balango entre preservagao da arquitetura
nuclear em 3D e acessibilidade da sonda ao alvo de DNA (Cremer et al.,
2008; Hendzel & Bazett-Jones, 1997). Nucleos preparados por P1-FISH
foram fixados por curtos periodos (15 min) a temperatura ambiente enquanto
que nucleos preparados para P2-FISH foram fixados por longos periodos
(aproximadamente 16 horas) a 4°C. N6s especulamos que a combinagao de
temperaturas baixas com periodos mais longos de fixagdo proporciona
melhor conservagao da estrutura nuclear durante a execugcdo do FISH.
Nossas conclusdes estdo de acordo com a literatura (Enestrom & Kniola,
1992). Os autores deste trabalho demonstraram que células de adenohipoéfise
apresentam maior conservacao do seu formato esférico quando fixadas por 2
horas em glutaraldeido do que quando fixadas na mesma solugao por apenas
15 minutos.

Recentemente, um protocolo de FISH otimizado foi sugerido por L.
Mancio-Silva e A. Scherf (Mancio-Silva et al., 2008a). Embora tenhamos
incorporado a etapa de lise de eritrocitos infectados com saponina a fim de
diminuir o background observado nas preparagdes, assim como a fixagao em
solugao, observamos que periodos de fixagao mais longos resultam em uma
melhor conservacdo da estrutura nuclear quando comparados com a
proposta fixacdo de 15 min (dados ndo mostrados). E importante ressaltar
que periodos ainda mais longos de fixacdo (mais de 48 h) devem ser
evitados pois também podem causar maior deformacédo dos nucleos (dados
nao mostrados). Além disso, o protocolo proposto por Mancio-Silva e Scherf
também utiliza desidratacdo, contudo realizada apés o periodo de fixagao.
Embora esta opgdao ndo tenha sido comparada com nosso P2-FISH em

termos de conservagao da estrutura nuclear, especulamos que da mesma
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forma que em P1-FISH, a desidratacdo causara deformagdes na estrutura

nuclear.
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Figura 17. Parasitas submetidos a P1- apresentam nucleos mais largos e
maior numero de sinais teloméricos que parasitas submetidos a P2-FISH.
(A) Projecao 2D de séries-Z (confocal) de parasitas submetidos a P1- e a P2-
FISH. O nucleo foi corado com DAPI (em azul) e os telémeros foram
detectados por sonda especifica (em vermelho). As fotos sdo exemplos
representativos das respectivas populacdes. A esquerda, reconstituicdo
automatizada da projec¢des 2D. Barra, 1 um. (B) O volume aparente (em
unidades arbitrarias, AU) e (C) o numero médio de sinais teloméricos de
parasitas submetidos a P1- (verde, n = 31) e P2-FISH (vermelho, n = 32) foram

medido de forma automatizada. As barras verticais representam o desvio

padrao das respectivas populagdes.
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412 Nucleos preparados por P2-FISH apresentam melhor

preservagao da distribuicao periférica dos clusters teloméricos

Utilizando-se do P1-FISH, foi demonstrado que o nucleo do P.
falciparum apresenta de 4 a 7 clusters teloméricos (Freitas-Junior et al., 2000;
Figueiredo et al., 2002). Portanto, resolvemos analisar se ha diferengas no
numero de clusters teloméricos detectados em 3D de forma automatizada em
nucleos submetidos a P1- e a P2-FISH.

Houve diferenca significativa (p=0.0092) entre o numero médio de
clusters detectados em ambos os casos: enquanto P1-FISH apresenta uma
média de 7 clusters por nucleo, nucleos submetidos a P2-FISH apresentam
em média 6 clusters por nucleo, indicando que um numero diferentes de
clusters é detectado dependendo do método utilizado na preparagao das
células para FISH.

Clusters teloméricos sao estruturas estabilizadas por proteinas, e o
tratamento do nucleo com detergentes brandos anteriormente ao FISH causa
aumento no numero de clusters detectados, sugerindo que a integridade da
membrana nuclear seja importante para manutengao das associagdes entre
as extremidades cromossémicas. NOs especulamos que a combinacdo da
etapa de desidratagdo com o periodo mais curto de fixacdo em P1-FISH leva
a desestabilizagdo dos clusters e da membrana nuclear quando os nucleos
sao posteriormente submetidos a altas temperaturas necessarias para a
desnaturacédo da cromatina.

Os clusters teloméricos localizam-se preferencialmente na periferia
nuclear (Freitas-Junior et al., 2000; Figueiredo et al., 2002). Dadas as
alteragbes observadas na estrutura nuclear e no numero de clusters
detectados em P1-FISH, nos perguntamos se ha diferengas na distribuicdo
nuclear dos mesmos em P1- e P2-FISH. A distadncia de cada cluster
telomérico ao centro do nucleo foi medida conforme mostrado na figura 18A e
explicado em detalhes em Material e Métodos. Brevemente, a distancia de
cada cluster ao centro do nucleo foi medida e normalizada de acordo com o
raio médio nuclear, que foi considerado a distdncia maxima do centro a

periferia do nucleo. Como esperado, o valor médio dos raios de nucleos de
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P1-FISH foi quase duas vezes mais alto (1.09 um=0.18) do que o valor obtido
para nucleos de P2-FISH (0.65 um=0.07). A posi¢cao normalizada de cada
cluster foi entdo classificada de acordo com trés zonas nucleares
concéntricas de mesma area e, portanto, de iguais probabilidades de conter a
mesma quantidade de clusters (ver Material e Métodos, figura 6F).

Quando a posigéo de centenas de clusters foi analisada tanto para
nucleos submetidos a P1- quanto a P2-FISH, uma distribuicao diferenciada
foi observada entre ambos os casos. Embora os clusters estejam distribuidos
por todo o nucleo em ambas preparagbes, em nucleos de P1-FISH
observamos que os clusters tendem a localizar preferencialmente em regides
mais internas, enquanto que em nucleos de P2-FISH, os clusters localizam-
se preferencialmente na zona mais periférica do nucleo (figura 18B). Esses
dados sugerem que as mudangas na estrutura nuclear, que ocorrem em
maior grau em preparagdes P1-FISH, causam a translocagdo dos clusters
para areas mais centrais.

A distribuicao diferencial dos clusters observada em nucleos de P1-
FISH pode ser, novamente, explicada pelas alteragées na arquitetura nuclear
e na estrutura de “ordem maior’ da cromatina causadas pela etapa de
desidratagdo, conforme mencionado acima. Quando centenas de nucleos
escolhidos ao acaso sao analisados para determinar a posi¢céo nuclear dos
clusters teloméricos, a translocacdo dos clusters para areas mais centrais
tornou-se evidente. Conforme mencionado acima, a desidratagao/fixacao de
leucdcitos humanos por metanol/acido acético causa aumento na superficie
nuclear (Kozubek et al., 2000). Os autores desse estudo também reportaram
que a cromatina centromérica perinuclear € deslocada em direcdo a
membrana nuclear nesses tipos de preparagdo, de forma que a distancia
absoluta entre os centrdbmeros e a membrana nuclear ndo muda quando
comparada a mesma distdncia medida em células fixadas por
paraformaldeido (que sao preparagdes hidratadas). Contudo, a eucromatina
localizada em areas nucleares centrais nao sofre um deslocamento
proporcional em direcdo a membrana nuclear, resultando em distancias
relativas eucromatina-membrana maiores em células desidratadas do que em

células hidratadas. Portanto, desloca¢des de componentes da cromatina — tal
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como os clusters teloméricos — podem ocorrer quando ha desidratagdo do

nucleo.
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Figura 18. P1-FISH causa a redistribuicao dos clusters teloméricos para
zonas centrais. (A) A esquerda, representacdo esquematica da determinacéo
da area e raio de nucleos, corados com DAPI, submetidos a P1- e P2-FISH; a
direita, esquema mostrando como foi medida a posicdo de cada cluster
telomérico em relagdo ao centro do nucleo. (B) Distribuicdo dos clusters
teloméricos de parasitas submetidos a P1- (verde) e a P2-FISH (vermelho) nas
zonas central (1), intermediaria (2) e periférica (3) — ver Material e Métodos,
figura 6F. A linha pontilhada horizontal mostra o limite de 33,3% de distribuicao

ao acaso. Tanto para P1- quanto para P2-FISH 50 nucleos foram analisados.
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4.13 Um maior indice de colocalizagao entre sondas telomérica e

de Rep20 é observado em nucleos de P2-FISH

A diferenca observada no numero e na distribuicdo dos clusters
teloméricos entre parasitas submetidos a P1- e P2-FISH nos motivou a
investigar o efeito que cada uma das preparagdes teria sobre os indices de
colocalizagcdo de sondas telomérica e de Rep20. Teldmeros e Rep20
encontram-se de 10 a 12 kb de distdncia, com exceg¢ao dos bracgos
cromossémicos em que a repeticao de Rep20 foi perdida (Figueiredo et al.,
2000). Devido a a natureza heterocromatica e condensada das extremidades
cromossémicas (Freitas-Junior et al., 2005), assume-se que sondas de
telédmero e Rep20 colocalizam na maior parte do tempo quando utilizadas em
experimentos de FISH.

Foram analisadas diversas imagens de epifluorescéncia de nucleos
marcados simultaneamente para teldbmero e Rep20 e submetidos a P1- ou a
P2-FISH. O numero de sinais de cada sonda foi contado individualmente e ao
mesmo tempo, a fim de analisar os indices de colocalizagdo, conforme

mostrado na figura 19 e na tabela 3.

Tabela 3. Quantificagdo do numero de sinais de telomero e Rep20
detectados em P1- e P2-FISH de duas cores, e analise da porcentagem
de colocalizagao total ou parcial, ou auséncia de colocalizagao, entre as

duas sondas.

Numero de sinais Tipo de colocalizagao (%)
Teldbmero  Rep20  Auséncia: NC Parcial: PC Total: TC
P1 7623 45+15 30 43.5 26.5
P2 6.1+15 59+19 22 13 65

Da mesma maneira observada em deteccdo automatizada em
imagens confocais 3D (figura 17), um maior numero médio de sinais
teloméricos foi detectado em nucleos de P1-FISH (7.6 + 2.3) do que em
nucleos de P2-FISH (6.1 =+ 1.5). Entretanto, para Rep20 observou-se uma

média menor de sinais detectados em nucleos de P1-FISH (4.5 = 1.5) do que
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em nucleos de P2-FISH (6.1 + 1.5). Portanto, P1-FISH resulta em um namero
diferente de clusters detectados dependendo da sonda utilizada, enquanto
que em P2-FISH, telébmeros e Rep20 sao detectados em taxas similares.

Os indices de auséncia de colocalizacao (NC), colocalizagdo parcial
(PC) ou colocalizagao total (TC) entre as duas sondas foram classificados de
acordo com os critérios exemplificados na figura 19B e normalizados para os
sinais de Rep20, ja que estes se apresentaram em menor numero em
nucleos de P1-FISH. Existe uma diferenca clara de freqiéncia de
colocalizagao total entre sondas teloméricas e de Rep20 quando se utilizou
P2-FISH (TC = 65%) e P1-FISH (TC = 26.5%). O valor maximo de
colocalizagdo parcial foi observado em nucleos de P1-FISH (43.5%),
enquanto que nucleos de P2-FISH mostraram indices consideravelmente
menores (13%). Consequentemente, nucleos submetidos a P1-FISH
apresentaram indices de auséncia de colocalizagdo superiores (30%) a
nucleos submetidos a P2-FISH (21%).

Conforme mencionado acima, a desidratagdo do nucleo leva a
distorcdo da estrutura da cromatina, com diferentes dominios respondendo
de forma diferenciada apdés a desidratagao (Kozubek et al., 2000). Nos
especulamos que a desidratagao dos nucleos de P1-FISH causa distor¢ao da
estrutura da cromatina e leva a mudanga nas posigdes relativas de tratos
teloméricos e de Rep20, explicando o baixo indice de colocalizagao total
observado entre essas duas sondas quando nucleos sao submetidos a P1-
FISH. Dado que parasitas utilizados em ambos protocolos sdo sempre
oriundos da mesma populagcdo, os altos indices de colocalizagado
parcial/auséncia de colocalizacdo de sondas teloméricas e de Rep20
observados em nucleos de parasitas submetidos a P1-FISH devem ser
atribuidos a alteragdes na estrutura nuclear e da cromatina em vez de
diferencas entre populagdes devido a perda espontanea de regides
subteloméricas (Figueiredo et al., 2002). Portanto, essas observacoes
sugerem que etapas de desidratagao devem ser totalmente evitadas durante
a execucao do FISH quando a posicao relativa de loci de DNA e a arquitetura
do nucleo sao levadas em consideragéo.

Em resumo, a otimizacdo da técnica de FISH aqui demonstrada

permitira, num futuro préximo, uma analise mais confiavel da possivel relagcao
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espacial que os genes co-regulados durante o ciclo eritrocitico de P.

falciparum apresentam quando ativos.
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Figura 19. P2-FISH resulta em indices de colocalizagdo telomero-Rep20
mais altos. (A) Esquema de uma extremidade cromossdmica hipotética em P.
falciparum, mostrando o telémero (retdngulo verde) ancorado a membrana
nuclear, seguido das TAREs 1 — 5 (retdngulos brancos) e TARE6 ou Rep20
(retdngulo vermelho). As distancias e os tamanhos das repeticbes séao
proporcionais. (B) Exemplos representativos de nucleos submetidos a P1- e P2-
FISH. O nucleo foi corado com DAPI, os teldbmeros foram detectados
indiretamente por Alexa488 e Rep20 por Alexa555. Na coluna mais a direita
encontram-se exemplos dos tipos de colocalizagdo detectados: TC,
colocalizacao total, e PC: colocalizacdo parcial. A auséncia de colocalizacao

(NC) também foi medida (ver tabela 3). Barras, 1 um.
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5. Conclusoes e Perspectivas

Este trabalho € o primeiro a estudar a arquitetura global da transcrigao
nascente em Plasmodium falciparum bem como em outros parasitas
protozoarios. Usando ferramentas de informatica desenvolvidas
especialmente para esta aplicagcdo, pudemos analisar, de forma
automatizada e reprodutivel, o numero e a distribuicdo das fabricas de
transcricdo pelo nucleo do P. falciparum. Surpreendentemente, observamos
remodelagem das fabricas ao longo do ciclo eritrocitico, sendo que anéis
apresentam mais fabricas que trofozoitas. Ao contrario do que se observa em
mamiferos, o niumero de fabricas ndo esta relacionado ao volume nuclear,
mas aparentemente esta relacionado ao numero de genes transcritos em
uma dada fase. Também observamos uma redistribuicdo das fabricas em
distintas zonas nucleares, sendo que em anéis a transcricdo ocorre
prioritariamente na zona periférica, enquanto que em trofozoitas as fabricas
encontram-se igualmente distribuidas nas zonas nucleares central,
intermediaria e periférica. Estes dados sao bastantes surpreendentes porque
se acreditava que a zona periférica do nucleo de P. falciparum fosse
prioritariamente uma zona de silenciamento. Assim como em mamiferos, a
distribuicdo das fabricas esta ligada a densidade da cromatina, sendo que a
transcrigao ocorre principalmente em areas de baixa densidade de cromatina.
Esses dados sugerem que a transcricdo em P. falciparum ocorre na
“superficie” dos espagos ocupados pelos cromossomos, os chamados
“territorios de cromossomos” em outros organismos.

As fabricas de transcricdto em P. falciparum definem um
compartimento nuclear antes nao descrito, diferente do compartimento
definido por Sir2, Nop1 e marcagdes de histonas ativas (H4ac e H3K79me3).
Esses dados sugerem, também, que a acetilagdo de histonas, ou a
trimetilacdo da histona H3 na lisina 79, ndo estdo diretamente ligadas a
transcrigao ativa.

Estudamos também a transcricdo nucleolar, que € bastante peculiar.
Na maior parte dos casos, observamos que na maior parte dos casos (74%),

ha apenas uma fabrica de transcricdo de RNApoll, enquanto que em 19%
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dos nucleos analisados havia duas fabricas de transcricdo. A identidade da
segunda fabrica de transcricdo ndo foi ainda determinada e novos
experimentos utilizando RNA-FISH serdo necessarios para melhor
caracteriza-la.

Experimentos de DNA-FISH também serdo importantes no estudo da
distribuicdo de genes co-regulados em relagdo as fabricas de transcrigéo.
Contudo, ao tentarmos utilizar os protocolos de FISH publicados para P.
falciparum, observamos que a conservagao da estrutura nuclear nao era
satisfatoria. Portanto, foi necessario otimizar a técnica de FISH para este
parasita. Usando analise automatizada de imagens, observamos que nosso
novo protocolo, chamado de P2-FISH, propicia a melhor conservacéo da
forma e do volume nucleares, bem como da distribuicdo periférica de clusters
teloméricos, em relagdo ao protocolo anterior (P1-FISH). Além disso, o
protocolo P2-FISH leva a um aumento nos indices de co-localizagdo entre
duas sondas proximais, teldmero e Rep20. Esses dados sugerem, portanto,
que a técnica de P2-FISH favorece a melhor conservagdo da estrutura
nuclear e da cromatina durante o procedimento de FISH; atribuimos essas
diferencas a fixacbes mais longas e auséncia de etapa de desidratagdao no
protocolo P2-FISH e, portanto, o novo protocolo desenvolvido permite obter
resultados mais confiaveis em relacdo a distribuicdo nuclear de genes e
dominios da cromatina. Num futuro préximo, esta técnica otimizada de FISH
sera utlizada, em combinacdo com a técnica denominada chromosome
conformation capture (3C), no estudo da relagdo de genes co-regulados com
fabricas de transcricdo em P. falciparum, trazendo luz a este aspecto ainda

obscuro mas importante da biologia deste parasita.
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Abstract

Fluorescence in situ hybridization (FISH) has been extensively used in the
study of nuclear organization and gene positioning in the malaria parasite,
Plasmodium falciparum. While performing FISH with published protocols, we
observed great variation in the parasite nuclear morphology. We asked if
these inconsistencies were due to the type of parasite preparation used prior
to FISH development. Using automated image analysis, we show that after
FISH, P. falciparum nuclei dehydrated by air-drying and fixed for short periods
at room temperature, present higher intra-population variation of nuclear
shape and volume, as well as almost two-times higher relative volume values
than parasite nuclei fixed in suspension for long periods at low temperatures.
We also observe that, compared to air-dried/short-fixed nuclei, longer fixation
in suspension leads to improved conservation of the nuclear structure, with
chromosome end clusters preferentially locating at the nuclear periphery, and
higher colocalization indexes for two adjacent chromosome end probes,
Rep20 and telomere.
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Introduction

Fluorescence in situ hybridization (FISH) is a powerful technique that allows
visualization of specific nucleic acid sequences in the cell nucleus. Developed
over 30 years ago, it has been specialized in several ways and its applications
range from clinical genetics and diagnostics to basic research on the spatial
organization of chromosomes and gene loci (1).

During the last decade, FISH has been widely used in the malaria field for
visualization of specific DNA sequences in the nucleus of the malaria parasite,
Plasmodium falciparum. About half of the world population is at risk of
malaria, the cause of approximately one million deaths every year worldwide.
So far the lack of efficient vaccines and the widespread emergence of drug-
resistant parasites have hindered effective disease control and much research
is needed to elucidate parasite biology and mechanisms of virulence. One of
the most studied aspects of malaria is antigenic variation of the P. falciparum
major virulence factor PfFEMP1, and the var multigene family, which encodes
for PfEMP1. The var gene family is subject to mutually exclusive expression
[reviewed by (2)], meaning that only one of approximately 60 members of the
family is expressed at a given time in a single parasite.

DNA-FISH was originally developed for P. falciparum for the visualization of
chromosome ends, which are adjacent to members of the var gene family (3).
This work showed for the first time that P. falciparum telomeres form clusters
that are tethered to the nuclear periphery, in an arrangement that may favor
the recombination of var genes and thus increase the var repertoire for
antigenic variation. This study was also the first to hint that the parasite
nucleus is organized into functional subdomains. Since then, DNA-FISH has
been widely applied to the study of nuclear compartimentalization, gene
positioning and the molecular mechanisms of the mutually exclusive
expression of var genes. It has been shown that chromosome end clusters
associate with silencing factors (4-6) but are not associated with active
chromatin (4). DNA-FISH has also been employed in the study of chromatin
compactation in different regions of the same chromosome (4), detection of
centromeric DNA (7) and, more extensively, in the study of var gene
positioning in the nucleus. It has been shown that var genes locate to the
nuclear periphery and all studies so far support the existence of a
compartment for var gene activation/transcription in this nuclear region (8-15).
However, whether active var genes localize to telomeric clusters (10,11) or
must be translocated to an active area of the nuclear periphery upon
activation (8,13,14) still remains controversial. It was suggested that the
differences observed between laboratories could be at least partially
explained by technical differences in the FISH protocol used (11).

When first established, DNA-FISH of P. falciparum involved spreading of
infected red blood cells (iRBCs) on a glass slide followed by air-drying (3).
When performing this protocol, we observed inconsistent alterations of the
nuclear morphology, such as irregularly shaped nuclear contour and nuclear
ramifications that are not usually observed in other fluorescence-based
procedures such as immunofluorescence carried out in suspension. We also
consistently observed that authentic FISH signals often localized far from the
nuclear border, defined by DNA staining. This fact prompted us to establish
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an alternative protocol that would allow improved nuclear structure
conservation.

To establish an alternative protocol for FISH in P. falciparum, we opted to use
probes for telomeric and Rep20 repeats. In the 3D7 strain, telomeres are
comprised of GGGTT(T/C)A repeat tracts of 1650 bp on average, followed by
a non-coding sub-telomeric region of 15~30 kb, composed of six highly
conserved regions called telomere-associated repetitive elements (TARES)
(16-18). TAREs are classified from TARE 1 to 6, TARE 6 also being referred
to as Rep20 (19). This is the largest subtelomeric repeat with total length of 6
to 23 kb depending on the chromosome arm (17). Given their length and
ubiquitous chromosomal distribution, telomeric and Rep20 repeats produce
very robust DNA-FISH probes, making them ideal candidates for DNA-FISH
protocol improvement.

In this study, we quantify the differences obtained using two types of parasite
preparation prior to FISH. Using automated image analysis, we show that our
improved protocol leads to better conservation of nuclear shape and volume
and decreases nucleus-to-nucleus volume variation. We also show that the
improved fixation protocol leads to enhanced concentration of telomeric
clusters at the nuclear periphery, and increases the co-localization index of
telomeric and subtelomeric probes. Overall, the results indicate that our
alternative protocol dramatically improves conservation of the nuclear
architecture when compared to previously reported Plasmodium DNA-FISH.
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Materials and Methods

Parasites: P. falciparum 3D7 was cultivated according to standard conditions
(20). Synchronized ring-stage parasites (~10 hpi) were used for these studies.
Briefly, mature schizont infected red blood cells (iRBCs) were first enriched for
by 0.7% gelatin/RPMI treatment, cultured with fresh red blood cells (RBCs) for
a period of 4 h to allow invasion, and then treated with 5% sorbitol to eliminate
mature parasites. Synchronized cultures used for FISH typically had 5 to 10%
parasitemia.

Fixation protocols: Parasites were prepared in two different ways for FISH. In
both cases, microscope glass slides were cleaned with methanol and air-dried
prior to parasite deposition. In all experiments, both fixation procedures were
carried out in parallel from synchronous populations (~ 10 hpi) in order to
minimize nucleus-to-nucleus variation in size and shape due to parasite
developmental age. Unless mentioned otherwise, all procedures were carried
out at room temperature. In the first protocol (P1), correspondent to traditional
FISH (3), culture containing iRBC was washed in PBS pH 7.4 and deposited
as thin blood films on microscope slides previously cleaned with methanol.
Slides were air-dried 16~20 h in a dry chamber (containing silica gel beads),
and subsequently fixed for 15 min in 4% paraformadehyde prepared in PBS
pH 7.4 (PFA/PBS) in a humid chamber. Then, fixed air-dried parasites were
washed 3 times in PBS. This fixation procedure is designed as protocol 1
(P1). In the second procedure (P2), one volume of iRBCs pellet was
resupended in nine volumes of 0.15% saponin in ice-cold PBS pH7.4. The cell
suspension was incubated in ice bath for 5 min for complete lysis of RBCs.
Then parasites were centrifuged at 2500xg for 10 min at 4°C, washed two
times in ice-cold PBS, and fixed in PFA/PBS at 5x10%/ml for 16~20 h at 4°C.
Fixed suspension of parasites was washed with cold PBS and parasites were
resuspended at 5x10%/ml in PBS. This fixation procedure was designed as
protocol 2 (P2). Parasite suspension was deposited on slides and left to
adhere to the glass for 1 h in a humid chamber.

FISH: FISH was performed as reported (3,21) with minor modifications.
Throughout the following steps, drying of parasites was avoided. Briefly, P1
and P2 were permeabilized in 0.1% Triton X-100/PBS for 5 min followed by
three PBS washes. Then, P1 and P2 slides were equilibrated in hybridization
solution (50% formamide, 10% dextran sulfate, 2X SSPE, 250 ug/ml salmon
sperm DNA) in a humid chamber for 30 min at 37°C. In parallel, FISH probes
were resuspended in appropriate concentration in hybridization solution,
denaturated at 95°C for 10 min and immediately placed into ice bath for at
least 5 min. After applying the probes, the slides were sealed with plastic
frames and denaturated at 80°C for 30 min, followed by overnight
hybridization at 37°C. Post-hybridization, slides were rinsed in 50%
formamide/2X SSC for 30 min at 37°C and consecutively the following
washes were performed at 50°C: 1x SSC, 15 min; 2X SSC, 15 min; and 4X
SSC, 15 min. The following steps were carried out in a humid chamber at
room temperature. Slides were blocked with 4% BSA in PBS (BSA/PBS), and
then incubated with mouse anti-digoxigenin (Sigma) at 1:300 dilution in
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BSA/PBS for 45 min. Then the slides were washed with 0.5% Tween 20, 150
mM NaCl, 100 mM Tris-HCI for 10 min and incubated with donkey anti-mouse
IgG Alexa 555 (Invitrogen) at 1:500 in BSA/PBS for 45 min. Slides were
rinsed once with wash solution, nuclei were counterstained with DAPI and
mounted in Vectashield. Both P1 and P2 nuclei were then referred to as P1-
FISH and P2-FISH to indicate that FISH was carried out after fixation.

Image acquisition: Two-dimensional images were acquired using a Nikon
Eclipse 90i microscope using an oil-immersion 100x/1.4 Plan ApoVC lens, a
Nikon DS-QiMc camera and the NIS-Elements AR Software. Importantly, pixel
values were kept inside the dynamic range of the camera by applying camera
autoexposure combined with LUTs function available in the NIS-Elements
software.

For automated analysis of nuclear volumes and telomeric cluster counting,
three-dimensional stack images were acquired with a Leica TCS SP2 AOBS
equipped with a 63x oil/HCX 1.4 PL Apo IbdBL objective. Pinhole was set to
1.00 airy and both channels were acquired simultaneously by two
independent PMTs. A green DPSS laser was used for excitation of telomere
indirectly labeled with Alexa 555 at 561 nm and emission was detected at
570-645 nm. For DAPI imaging excitation was carried out with a laser diode at
405 nm and emission was recorded at 415-485 nm. Stacks were composed
by averaging 16 frames of 512-512 pixels, 8 bit, with voxel size corresponding
to 58x58x122 nm. Post-acquistion, 2D and 3D images were assembled,
treated for background removal (rolling ball radius 50) and contrast
enhancement with ImageJ software.

Automated image analysis: The roundness index was automatically computed
after user selection of the object of interest in the 2D image. The object
intensity is segmented using the automated k-means clustering method. The
contour points of the object are extracted and used to compute the
compactness C (also called roundness) using the following equation: C =
(Surface*4)/(Perimeter)*2. This value is maximized at 1 for a circle and is
lower for a less compact object. This factor allows a quantitative evaluation of
the object boundary fuzziness.

A customized algorithm performed 3D assembling of confocal series in order
to quantify the nuclear volume and the number of telomeric clusters per
nucleus in both P1- and P2-FISH preparations. Telomeric clusters were
automatically identified as previously described, with minor modifications (22).
The nuclear volume was automatically determined by using the k-means
clustering method. The Student’'s t-test was applied to measure the
differences between nuclear volume and number of clusters detected in P1-
and P2-FISH preparations. In both cases, p < 0.05 was considered
statistically significant.

Analysis of telomeric clusters distribution: The Nikon Elements Software (NIS-
Elements AR version 3.0) was used to measure the radius of the nucleus and
the distance between the centre of each telomeric cluster to the centre of the
nucleus in 2D images. Briefly, the radius of each nucleus was extracted by
automatically fitting a circle on the outlined edge of the DAPI signal. In total,
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50 nuclei from both P1- and P2-FISH parasites each had their radii measured
and an average radius value was computed for each population. The distance
from the centre of each telomeric cluster to the nuclear centre was then
measured and normalized to the respective population mean radius.
Depending on their normalized position, each cluster was assigned to one of
the three concentric nuclear zones of equal surface, as shown in figure 3.

Colocalization analysis for two color-FISH: To assess the colocalization index
for two-color FISH using telomere and Rep20 probes (figure 4), 2D images
acquired as mentioned above were also analyzed using NIS-elements
software. Each telomeric and Rep20 spot was independently scored and then
merged images of both channels were scored for colocalization indexes
normalized by Rep20 spots, that were usually found in smaller numbers than
telomeric ones. Spots that fell outside the DAPI signal were only considered
as part of a given nucleus if they minimally overlapped the “raw” DAPI signal
from that nucleus. Total colocalization was scored when the two spots had
more than 80% overlap; partial colocalization was scored when the two spots
were partially overlapping (between 20 and 80% overlap), and non-
colocalization was assigned when the two spots did not overlap, even when
they were adjacent to each other — which happens quite often given the small
size of P. falciparum nucleus and the relatively large number of telomeric and
Rep20 spots.
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Results

A new fixation protocol for FISH results in dramatically improved
nuclear conservation

Typical FISH procedure requires a series of different steps including
dehydration, fixation, DNA denaturation and hybridization. Some of these
steps can affect the nuclear ultrastructure (23-25). When performing air-drying
of iRBCs prior to fixation (P1, see Material and Methods), we consistently
observed alteration of nuclear morphology and localization of genuine FISH
signals relatively far from the nucleus delimited by the DAPI signal on 2D
images. We hypothesized the pre-FISH treatment of air-drying and fixation did
not allow proper nuclear structure conservation during FISH and decided to
look for an alternative fixation protocol. We found that, at least qualitatively,
longer (~ 16 h) fixations of cells in suspension at low temperatures would
result in sharper, more spherical nuclei (P2) after FISH procedure, resembling
P. falciparum nuclear morphology usually observed when performing other
non-denaturating techniques such as immunfluorescence in suspension.

In order to quantify the differences in nuclear volume observed between P1-
and P2-FISH we applied automated image analysis to measure the shape
and deformation of nuclei by computing the roundness index of the DAPI
signal (figure 1). As expected, nuclei submitted to P1-FISH showed a higher
degree of deformation, with a roundness index of 0.79 (£0.09, n = 145),
compared to nuclei submitted to P2-FISH, whose index was 0.92 (x0.03, n =
189). Importantly, nuclei prepared as for P2 but not submitted to FISH have a
roundness index of 0.95 (data not shown). Therefore, nuclei prepared by P1
become more deformed (hence less round) after FISH than nuclei prepared
by P2.

This data was confirmed by measuring the nuclear volume of both
preparations. Nuclei were submitted to either P1- or P2-FISH. Telomeric
probes were used for the detection of chromosome end clusters. Confocal
series of nuclei from P1- and P2- FISH were automatically analyzed for the
detection of the P. falciparum nucleus and telomeric clusters. Two-
dimensional projections from confocal Z-series of typical P1 and P2
preparations for telomere FISH and automated modeling (figure 2) show that
P1-FISH results in larger, less regularly shaped nuclei, when compared to P2-
FISH, which showed better preservation of its round shape. We also
consistently observed nuclear ramifications in P1-FISH, that are not usually
visible by epifluorescence microscopy but became visible in confocal Z-series,
but such ramifications were not seen in P2-FISH nuclei (data not shown).
When measured in 3D, relative volume of nuclei from P1-FISH had an
average value of 15 + 5.4, while P2-FISH nuclei had an average value of 8.3
+ 2.3 (figure 2B). A t-test revealed this difference to be statistically significant
(p=0.0001). This shows that P1-FISH not only causes the nucleus to swell
and deform but also leads to higher intra-population measurement variation in
terms of nuclear volume, confirming the 2D shape variations observed in
figure 1B.

Nuclei prepared by P2-FISH have better preservation of the peripherical
distribution of telomeric clusters
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We then hypothesized if there would be changes in the number of telomeric
clusters counted in 3D in both preparations. An automated algorithm to find
and count telomeres spots detected by FISH was applied (figure 2C). There
was significant difference (p=0.0092) in the detection of telomere signals
counted by the software for P1- (average 7 clusters/nucleus) and P2-FISH
(average 6 clusters/nucleus). This indicates that a different number of clusters
is detected depending on the preparation applied to the sample prior to FISH.
Since telomeres localize preferentially to the nuclear periphery (3,17), we
hypothesized that P1- and P2-FISH would result in differences in telomere
distribution. We measured the distance from center of the nucleus to telomere
spots (figure 3A) by first delimiting the nuclear diameter and then fitting a
circle to it. The distance of the telomere cluster to the center of nucleus was
measured considering the radius value as the maximal distance from the
center to nuclear periphery. As expected, radius value of P1-FISH nuclei was
almost two times higher (average value of 1.09 um=0.18) that radius of P2-
FISH nuclei (average value of 0.65 um+0.07). A relative radial position was
determined for each telomeric cluster and classified according to three
concentric nuclear zones of equal surfaces (figure 3B). When the distribution
of hundreds of clusters was analyzed for both P1- and P2-FISH nuclei, a
differential distribution was found between both cases: while clusters are
distributed throughout the nucleus in both cases, in P1- nuclei they tend to
localize more centrally, while they are mostly peripheral in P2-FISH nuclei.
These data indicate that telomeric clusters tend to localize to the nuclear
periphery but changes in nuclear structure, which occur to higher degrees in
P1-FISH, may cause telomeric clusters to translocate to more central areas.

P2-FISH results in higher colocalization indexes for Rep20 and telomere
signals

The difference observed in telomeric cluster distribution between both
protocols prompted us to measure the effect of different preparations on
colocalization indexes of telomere and Rep20 probes. Telomere and Rep20
tracts are located 10-12 kb apart (16), and given the heterochromatic,
condensed nature of telomeric and subtelomeric regions (4), they are
expected to colocalize. We imaged the P1- and P2-FISH nuclei hybridized
with both probes and scored the number of telomeric and Rep20 spots both
individually and in colocalization (figure 4 and table 1). Similar to the data
obtained from confocal series and automated detection of telomeric clusters
(figure 2C), a higher number of telomeric spots was scored for P1- (7.6 = 2.3)
than for P2-FISH nuclei (6.1 = 1.5), but for Rep20 a smaller average was
found in P1- (4.5 = 1.5) compared to P2-FISH nuclei (6.1 = 1.5). Thus,
different numbers of chromosome end clusters are detected using P1-FISH
depending on the probe used, while using P2-FISH, signals for Rep20 and
telomere probes are detected at similar rates.

Non-colocalization, partial-colocalization and total-colocalization between both
probes were analyzed (Table 1). The results showed a manifestly high
frequency of total colocalization between Rep20 and telomere probes when
FISH was performed with P2 (65%) compared to only 26.5% obtained with
P1. Maximum value of partial-colocalization was observed in P1- (43.5%),
while P2-FISH had lower partial colocalization index (13%). P1-FISH also
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resulted in higher non-colocalization index when compared to P2-FISH: in P1-
, 30% of Rep 20 spots did not colocalize with a telomeric spot, while the same
index was 21% for P2-FISH. Overall, these data show that parasites fixed in
suspension for long periods at low temperatures have their nuclear structure
and compartmentalization, as well as the higher-order chromatin organization,
much more preserved after the FISH procedure than parasites that are
submitted to air-drying prior to a fast fixation at room temperature.
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Discussion

The difficulties associated with genetic modification in P. falciparum, such as
low transfection efficiency and limited selectable markers [reviewed by (26)]
have hindered the manipulation of genomic loci for visualization of gene
activity in living parasite cells. In the last 10 years, FISH has become the
technique of choice for visualization of gene loci dynamics and chromatin
domains in P. falciparum.

In this study we present evidence supporting the use of a new protocol for
FISH in P. falciparum. FISH is a technique that requires the use of high-
temperatures for chromatin denaturation. We found that nuclear fixation at low
temperature in suspension for prolonged periods, combined with total
avoidance of drying the preparation, leads to better conservation of the
nuclear shape and volume. We named this new protocol 2 (P2), opposed to
the more reported FISH protocol 1 [P1, (3)].

The improved conservation of nuclear architecture obtained when P2-FISH is
employed was demonstrated by quantitative analysis of nuclear shape and
volume. Automated analysis showed that nuclei submitted to P1-FISH are
more deformed and have larger and more variable volume measures than
nuclei submitted to P2-FISH. The observed increase in nuclear deformation
and volume could be at least partially explained by the dehydration step in P1-
FISH when iRBC are deposited on the slide and air-dried, prior to fixation and
FISH development. In human cells, for instance, fixation/dehydration by
methanol/acetic acid leads to flattening of nucleus and an enlarged nuclear
surface (24). Although we did not observe flattening, our findings of increased
nuclear surface/volume are in accordance with these results. On the other
hand, P2-FISH nuclei were maintained in buffered suspension and
dehydration was carefully avoided throughout the whole procedure, thus the
nuclei retained a more regular morphology and decreased variation in shape
and volume indicating an improved preservation of nuclear structure.
Moreover, P2-FISH showed similar average volume measurements to
parasites that were fixed in suspension at low temperatures but did not
undergo denaturation/hybridization/washes procedures of FISH (data not
show). This last result suggested that the nuclear shape and volume changes
observed between P1- and P2-FISH could also be associated to the fixation
time. In human cells, the type of fixation is essential for the maintenance of
chromatin organization during DNA denaturation and paraformaldehyde is the
fixative of choice for obtaining optimal compromise between 3D nuclear
preservation and accessibility of DNA probes to the target (27,28). We
performed fixation at room temperature in a short time (15 min) for P1-
against lower temperature for a longer period (4°C, ~ 16 h) for P2-FISH. We
speculated that combining low temperature with long fixation times would lead
to improved shape conservation of the P. falciparum nucleus during FISH.
Our results are supported by observations previously described (29). The
authors reported that rat adenohypophysis cells fixed for two hours in
glutaraldehyde showed better preservation of nuclei in their spherical form
when compared to nuclei incubated in the same fixative solution for 15 min.
Recently, an improved FISH protocol has been suggested by Mancio-Silva et
al. (21). Although we incorporated the suggested saponin lysing step and
fixation in solution in our P2-FISH preparations, we observed that longer
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fixation periods resulted in even better conservation of nuclear structure,
when compared to shorter fixation times (data not shown). Importantly, longer
periods of fixation (more than 2 days) should be avoided since it can cause
shrinkage of nuclei (our unpublished observations). Recent data (30)
suggested that “explosion” of chromatin could be provoked due to the thermal
shock when human granulocyte nucleus is fixed with cold methanol (- 20°C)
followed by PBS wash at room temperature. These results indicate the need
to keep temperatures constant and avoid thermal shocks when performing
FISH, as is the case for P2.

A significative difference in the number of telomeric clusters was observed
between P1- and P2-FISH nuclei when clusters were automatically detected
(figure 2C). Chromosome end clusters are structures stabilized by proteins,
and the treatment of nuclei with mild detergents prior to fixation led to a small
increment in the number of clusters detected after FISH, suggesting that
membrane integrity is important for maintaining chromosome end association,
and that even mild treatments may cause disruption of clusters (11). We
hypothesize that the combined drying step with shorter fixation for P1-FISH
leads to destabilization of clusters and the nuclear membrane when nuclei are
submitted to high-temperatures for DNA denaturation.

P. falciparum chromosome end clusters preferentially localize to the nuclear
periphery (17). However, at least in our hands a great variation of nuclear
distribution of the clusters was observed among different experiments with
P1-FISH preparations. We found that, when several randomly chosen P1-
FISH nuclei are scored for telomeric cluster distribution, most sites tend to
localize to central areas, while in P2-FISH sites are more concentrated in the
nuclear periphery. This differential distribution between P1- and P2-FISH can
be explained by alterations in the nuclear architecture and higher-order
chromatin structure caused by the P1-FISH dehydration step, as mentioned
above. When several randomly chosen nuclei are scored for telomeric cluster
positioning, the translocation of clusters to nuclear central areas caused by
P1-FISH becomes evident.

The same kind of alterations could also explain why P1-FISH nuclei had a
lower telomere-Rep20 colocalization index, as well as a higher partial
colocalization index and a different average number of telomeric (7.6) and
Rep20 (4.5) signals than P2-FISH nuclei, which had higher total colocalization
indexes and the same average number of telomeric (6.1) and Rep20 signals
(5.9). Since parasites used in both protocols are always from the same
population, the higher partial/non-colocalization indexes and the differential
number of chromosome end clusters detected depending on the type of probe
observed in P1-FISH nuclei should be attributed to changes in nuclear and
chromatin structure rather than chromosome truncation (17). As mentioned
above, fixation and dehydration of human leukocytes by methanol/acetic acid
leads to nuclear surface enlargement (24). The authors also reported that
perinuclear centromeric chromatin is shifted towards the nuclear membrane in
this type of preparation, meaning that the absolute distance between
centromeres and nuclear membrane did not change, when compared to the
absolute distance measured in paraformaldehyde fixed samples (hydrated).
However, euchromatin located in central nuclear areas was not proportionally
shifted toward the nuclear periphery, resulting in larger distances from the
nuclear membranes in dehydrated preparations when compared to hydrated
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ones. Thus, different chromatin domains respond differently to the
dehydration process, resulting in changes of relative chromosomal/loci
positions. We hypothesize that in P. falciparum, dehydration of the nucleus
may lead to distortion of the chromatin structure, causing changes in the
relative positions of telomeres and Rep20 tracts in relation to each other as
well as in relation to the nuclear membrane. Hence, dehydration steps in FISH
should be avoided when relative DNA loci positions and nuclear architecture
are to be considered.

The nuclear positioning of active var genes regarding the chromosome end
clusters has been a matter of controversy [reviewed by (2)]. In the light of our
findings, it is advisable to interpret results carefully when it comes to nuclear
positioning using protocols that involve air-dying and short fixations. Several
years of research on FISH optimization have allowed the standardization of a
3D-FISH protocol for mammalian cells (25,28). Although other parameters
such as denaturation temperature and time should be tested in order to
evaluate their effect on P. falciparum nuclear structure, we believe this study
is an important step taken toward the development of a 3D-FISH protocol for
P. falciparum and will have implications on DNA-FISH as well as derived
techniques applied to the study of the nuclear biology of malaria parasites.
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Table 1. Quantification of the average number of signals per nucleus
and percentages of colocalization of P1- and P2-FISH hybridized with
telomere and Rep20 probes. NC, non-colocalization; PC, partial
colocalization; TC, total colocalization (as shown in figure 4).

Number of spots  Frequency of colocalization (%)

Telomere Rep20 NC PC TC
P1-FISH 196 7.6+23 45+1.5 30 43.5 26.5
P2-FISH 280 6.1+15 59+1.9 22 13 65

Figures legends

Figure 1. Dehydrated, briefly-fixed nuclei are deformed after FISH when
compared to hydrated, long-fixed nuclei. (A) Examples of nuclei scored for
roundness for P1- and P2-FISH. Observe that P1-FISH nuclei have a more
irregular contour. Bar, 2 um. (B) Nuclei shown on (A) were automatically
segmented for roundness measurement. Nuclei 1~5 and 1-5 depict
segmentation of the correspondent nuclei in (A) for P1- and P2-FISH,
respectively. Bar, 1 um. (C) Roundness index measurement for P1- (n = 146)
and P2-FISH (n = 190) nuclei.

Figure 2. Nuclei submitted to P1-FISH show enlarged, more variable
nuclear volume and higher number of telomeric clusters. (A) Examples of
representative 2D projections and reconstitutions of confocal images of
parasites submitted to P1- and P2-FISH using a telomeric probe for the
detection of chromosome ends clusters (in red). Nuclei were stained with
DAPI (blue). Bars, 1 um. Automated quantification of the relative volume (B)
and the average number of telomeric clusters (C) of parasites submitted to
either P1- (n = 32) or P2-FISH (n = 33) as shown in (A), using a customized
algorithm to analyze confocal Z-series. Vertical bars correspond to samples
standard deviations.

Figure 3.P1-FISH causes the redistribution of telomeric clusters to
central nuclear areas. (A) Schematic representation of P1- and P2-FISH
nuclei surface and distance of chromosome end clusters (detected by
telomeric probes) to the nuclear center. A line was manually outlined around
nuclei (stained with DAPI, right) from P1- and P2-FISH. The best-fitting circle
was automatically determined for each nucleus and the radius was computed.
The center of each cluster was manually determined and the absolute
distance of the cluster to the nucleus center was automatically calculated and
normalized to the population average nuclear radius. (B) Telomeric cluster
position scored as shown in (A) and classified according to the represented
nuclear concentric zones 1, 2 and 3 of equal surfaces. (C) Distribution of
telomeric clusters from P1- (gray bars, n = 50) and P2-FISH nuclei (black
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bars, n = 50) among zones 1 (central), 2 (intermediate) and 3 (peripheric).
The horizontal line is set at 33.3% to indicate the limit for random distribution
for each zone.

Figure 4. Two-color FISH for telomere and Rep20 show that P2-FISH
leads to improved colocalization indexes. (A) Schematic representation of
a hypothetical chromosome end showing the location of Rep20 and telomere
tracts on a P. falciparum chromosome arm tethered to the nuclear membrane.
The sizes and positions of TARES 1-6 and telomere repeat are in scale. (B)
Examples of FISH images of P1- (upper rows) and P2-FISH (bottom rows) of
DAPI-stained nuclei (blue) hybridized with telomere (green) and Rep20 (red)
probes and scored for colocalization (table 1). Islets (far right) show examples
of non-colocalization (NC), partial colocalization (PC) and total colocalization
(TC) between both probes. Bar, 1um.
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In situ visualization of Plasmodium falciparum RNA synthesis sites

Carolina B. Moraes', Fernando M. DossinZ, Min-Je Ku', Lucio H. Freitas-Junior'*
TMalaria Research, Institut Pasteur Korea, Seoul, South Korea
2Dept. de Micro, Imuno e Parasitologia, Escola Paulista de Medicina, Sao Paulo, Brazil

In order to accomplish antigenic variation, Plasmodium falciparum must have var gene transcription strictly regulated. In
recent years it has become clear that this regulation involves epigenetic mechanisms and is related to the higher-order
chromatin structure. It is already known that the transcriptional status of subtelomeric var genes is related to distinct
levels of histone acetylation at their promoters (Freitas-Junior et al. 2005, Cell 121, 125-36). However, var gene
transcription is still poorly understood. For instance, the type of RNA polymerase responsible for transcribing them is
still unknown. Nor do we know how var gene transcription can occur at the nuclear periphery, since this region is
essentially composed of heterochromatin. The current data suggest there could be a special peripheral compartment for
transcription, but a transcription factory or any type of specialized sub nuclear structure where transcription of var
genes could occur remains to be demonstrated. A specialized sub nuclear structure has, however, been shown in
Trypanosoma brucei (Navarro and Gull, 2001, Nature 414, 759-63). By combining BrUTP incorporation with other
techniques, the authors showed the active VSG gene is transcribed in a special extranucleolar compartment containing
RNA polymerase | (pol I). In this work they also showed that the inactive VSG genes are excluded from this special
compartment, and that this structure, then called transcriptional body, is conserved even in the absence of DNA. To
help understand var gene transcription and answer other important questions in Plasmodium biology, we developed the
BrUTP Incorporation technique for P. falciparum.

*Corresponding author: junior@pasteur.or.kr

Visualizing transcription sites in P. falciparum nucleus

In asexual blood stage forms of the parasite, nascent RNAs Based on T. brucei and other models, one could hypothesize
can be assessed by immunofluorescence visualization after in that there is a special “RNA factory” for transcription of var
situ BrUTP incorporation. Figure 1 shows a Plasmodium genes in P. falciparum (fig. 2).
falciparum nucleus after BrUTP labeling and immunodetection. - - -
Although the whole nucleus is labeled, it is possible to T. brucei model P. falciparum hypothetical models
visualize some brighter dots over the background. Active Transcriptional
var gene body
Telomeric
clusters
BrUTP RNA DAPI Merged Nucleolus (inactive
var genes)
Active telomeric ES
Nucleolus VSG C;:Z:ne
transcriptional
body
Inactive
telomeric ES
Active
var gene
Figure 1 In situ Br-UTP labeling of nascent RNA in P. falciparum
(ring stage). After incorporation of BrUTP, nascent RNA was
visualized by immunofluorescence using a monoclonal antibody
against BrdU.
The labeling pattern of BrUTP in P. falciparum somewhat Figure 2 Working hypothesis for P. falciparum var gene regulation.
resembles T. brucei whole nuclear labeling. However, when pre- Left side: in 7. brucei nucleus, the active _expression site (ES) is
treated with a-amanitin, bloodstream trypanosomes have 2 pol |- located in a special pol I-rich transcription body, from where the

inactive ESs are excluded. Right side: working models for P.

rich tr?nscrlptlon foc!. One of them is the nucleolus, gnd the falciparum  var transcription. In the top model, the active
other is a transcriptional body where the VSG gene is most subtelomeric var gene leaves the telomeric cluster in order in to be
probably transcribed (see the representative drawing in fig. 2). transcribed in a special transcription compartment. In the middle

. model, the var gene also leaves the telomeric cluster to be
The current model for activation of var genes states that a transcribed at the nuclear periphery, but in this case transcription
subtelomeric var gene must leave a cluster of inactive var does not occur in a special compartment. In the bottom model, the
genes and be translocated to an euchromatin region in order active var gene is translocated from the telomeric cluster to the
to be activated (Ralph et al., 2005, PNAS 102, 5414-9). nucleolus, where it is transcribed.

Co-relation between chromatin modifications and
transcriptional sites

Chromatin modifications are related to transcription status of
genes in many organisms. Recently, Freitas-Junior and
colleagues showed that acetylation of histones H3 and H4 is
related to var gene activation. Moreover, this work suggests
histone acetylation also plays a role in regulation of other genes
in blood stage parasites.

In this context, BrUTP Incorporation could help to explain how
epigenetics factors and transcriptional sites are organized in the
nucleus of the parasite. Actually, acetylated histones H3 and H4

are heterogeneously distributed along P. falciparum nucleus (fig. Figure 3 Distribution of acetylated histones H3 and H4 in
3), suggesting that there may be discrete compartmentalization P. falciparum nucleus. The histone variants were visualized
of transcription sites in P. falciparum nucleus. after immunofluorescence (IF) using polyclonal antibodies

reactive to acetylated residues of the respective histones.
The model shows the distribution of acetylated forms in

Perspectives the nucleus.

We believe the BrUTP Incorporation technique will help to answer some very important questions in P. falciparum
biology. For this purpose, our next experiments will consist of:

1.Inhibition studies using a-amanitin will indicate if P. falciparum has an extra pol | transcriptional compartment.

2.Combining BrUTP incorporation and IF with different antibodies will allow the visualization of the co-relation of
chromatin modifications (acetylation), and transcriptional sites.

3.The 3-D location of P. falciparum transcriptional sites can be assessed using new technology that allows the

visualization of parasite nuclei in solution, without a prior air-drying step (which damages the native conformation of
the nuclei).

120



Plasmodium falciparum transcription sites in the context of nuclear architecture
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In the spite of recent years advances on our knowledge about gene expression patterns in Plasmodium falciparum, specially
regarding var genes, little is known about the general molecular regulators of gene expression.
Microarray data show that during the erythrocytic cycle of P. falciparum genes are transcribed in a temporal pattern, with functionally
correlated genes transcribed together (Bozdech et al., 2003, Le Roch et al., 2003). P. falciparum transcription is thought to be
monocistronic, and there is no correlation between linear chromosomal organization of genes and temporal pattern of activation. The
current data also point to epigenetic regulation of gene expression: developmentally regulated genes are acetylated at histone H4
during the erythrocytic cycle, and this pattern of acetylation is excluded from the nuclear periphery, a region associated with the
histone deacetylase PfSir2 (Freitas-Junior et al., 2005, Duraisingh et al., 2005). This data point to a functional compartmentalization
of P. falciparum nucleus.
Works on other systems show the importance of nuclear compartmentalization in gene regulation. In this context, dissecating
transcription spatial organization is the first step for a deeper understand of nuclear architecture importance in P. falciparum gene
regulation.
With this aim, we were able to adapt a technique that allows visualization of transcription sites in Plasmodium falciparum by
incorporation of bromo-triphosphate-uridine (Br-UTP) into nascent RNA and subsequent visualization of newly synthesized
transcripts by immunofluorescence. Here we show our experimental efforts to unravel transcription dynamics and the perspectives of
our work.

*Corresponding author: junior@pasteur.or.kr

Transcription sites in P. falciparum Hypothesis on transcription architecture in P. falciparum
In asexual blood stage forms of the parasite, nascent RNAs can be
assessed by immunofluorescence visualization after in situ BrUTP Even though there is not accurate information yet on the number of
incorporation. Figure 1 shows a Plasmodium falciparum nucleus after transcription sites, the data shown here point to a smaller number of sites
BrUTP labeling and immunodetection. Although the whole nucleus is than expected from the number of transcribed genes (Bozdech et al.,
labeled, it is possible to visualize some brighter spots, which are the 2003, Le Roch et al., 2003). The clustering of genes on transcription sites
transcription sites (figure 1A). has been already demonstrated for mammalian cells (reviewed by

Jackson DA, 2003). Therefore, we propose two preliminary model for
transcription sites organization in Plasmodium falciparum (figure 3).
Future experiments employing FISH will further clarify this question.

These data suggest that there are transcription sites on the nuclear
periphery, a region composed of heterochromatin-like region and
thought to be be transcriptionaly silent in P. falciparum. Confocal
microscopy and image mining algorithms will be employed to determine
the distribution of sites on different nuclear concentric regions (figure
1B).

g Timely co-expressed genes - functional

P. falciparum

theoretical chromosomes group A
Transcription OO @ Timely co-expressed genes - functional
sites

group B
® Telomere

Transcription site

-Chromosomes share transcription sites for
B Spatial istribution of functionally related genes
Nuclear zones transcription sites

— - Functionally different groups do not share
transcription sites

Figure 1. In situ Br-UTP labeling of nascent RNA in P. falciparum 3D7 (ring stage, 12 hpi). (A)
After incorporation of BrUTP, nascent RNA was visualized by immunofiuorescence using a
monoclonal antibody against BrdU. DNA, pseudocolored in red, was stained with DAPI. (B)
Scheme showing how nuclei will be divided in concentric zones of equal volume (a, b) for the study
of transcription sites spatial distribution

-Cli do not share
sites

Visualizing a-amanitin resistant transcription
Eukaryotes have three DNA-dependent RNA polymerases responsible
for nuclear transcription, pol |, pol Il and pol lll. The toxin a-amanitin
can specifically inhibit the RNA polymerases depending on its
concentration. At 200 ug/ml, a-amanitin inhibits pol Il and pol I1l but not
pol I. Therefore we employed this concentration of a-amanitin in our
experiments to visualize pol | transcription sites. Our results (figure 2)
show that the majority of cells possess a single a-amanitin resistant
transcription site . Less frequently, we can observe some cells with two
a-amanitin resistant sites (~40%). These are preliminary data, and

- Functionally different genes may share
transcription sites

extensive experiments should be performed using a nucleolar marker, Figure 3. Working hypothesis for P. falciparum transcription organization. White squares represent non-
y i 4 A ) e 3 active genes; red and lilac squares represent two different functional groups of co-expressed genes. The
such an anti-fibrillarin antibody, in order to clarify the significance of the first model shows that functionally related genes on the different chromosomes share exclusive

transcription sites; on the second model, chromosomes reside on “territories”, to which transcription is
confined, and functionally unrelated genes can share transcription sites as long as belong to the same
chromosome, and therefore reside on the same “territory”.

second pol | transcription site.

Transcription .
i i Perspectives
Summing up and expanding what has been proposed above, these are
the next steps in our attempts to a deeper understand of how nuclear
architecture influences gene expression in Plasmodium falciparum:

- use of a nucleolar marker for ellucidating the nature of the second a-
amanitin resistant site;

perform the 3-D modeling of P. falciparum transcriptional sites

200 pg/ml o H F a
a-amanitin dynamics by confocal microscopy and image mining along the

erythrocytic life cycle, including gametocytogenesis;

- investigate the correlation between transcription sites and higher-order
of chromatin, such as correlation between transcription sites and
histone acetylation or heterochromatin/euchromatin regions;

Figure 2. a-Amanitin resistant transcription sites. P. falciparum 3D7 (24 hpi) nascent RNA was labeled

by BrUTP and visualized by immunofiuorescence. The transcription sites visualized in A comprises _ i n istributi
transcription by pol I, pol Il and pol Ill. At 200 ug/ml (B and C) the inhibitor a-amanitin prevents carry' out FISH experiments ‘fcr accessing the. distribution ~ of
transcription by pol Il and pol Ill, and thus only pol | transcription sites are labeled. Most frequently, P. functionally related genes accordingly to the transcriptional state.
falciparum nuclei display a single a-amanitin resistant transcription site (B), but some of the cells display

two sites (C).

)

INSTITUT PASTEUR KOREA

121



o

INSTITUT PASTEUR KOREA

Spatial organization of transcription as a potential gene regulation mechanism in Plasmodium
falciparum
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1Systems Biology of Pathogens and 2Image Mining Group, Institut Pasteur Korea, South Korea; 3DMIP - Universidade Federal de Sao Paulo, Brazil
C cbmoraes@ip-korea.org, junior@ip-korea.org

Growing evidence points that transcription spatial organization is an important epigenetic factor for gene regulation in eukaryotes. In mammalian cells,
genes are transcribed in discrete nuclear structures known as transcription sites, and developmentally co-regulated, functionally related genes have been
shown to share transcription sites. During its erythrocytic cycle, Plasmodium falciparum shows a remarkably complex pattern of gene expression,
paradoxically contrasting with the low number of putative transcription factors encoded by its genome. Therefore, it has been proposed epigenetics
mechanisms could account for gene regulation in P. falciparum; indeed, the importance of epigenetics has been demonstrated for var genes. Given that
during the erythrocytic cycle most of functionally related genes are co-expressed and cell cycle (developmentally) regulated, it is reasonable to investigate
whether epigenetic factors such as transcription organization play a role in expression of such genes.

To this aim, we have labeled the transcription sites with BrUTP in P. falciparum erythrocytic forms. Here we summarize our findings up to date.

Transcription is i i in P. falcij and 3D modeling of transcription architecture in P. falciparum by
resembles the pattern found in vertebrate cells automated image analysis

Transcription
sites

Figure 2. Example of automated identification and quantiication of transcription sites in P. falciparum. Transcription sites are labeled by
BAUTP (green) and the intensity gravity center is detected by a tailored algorithm (red). By this method, the average site number is 9, with +3
DNA  Transcription Me sites as standard deviation (n = 4). Data and pictures displayed refer to rings 8-12 hpi

2 X

Figure 3. Three-dimensional views of a P. falciparum ring (8-12 hpi) nucleus showing the spatial distribution of transcription sites. Nucleus is
represented by a biue mesh and transcription sites are in green. The nucleus was estimated as an 1 um diameter sphere around the
Figure 1. In situ Br-UTP labeling of nascent RNA in P. faiciparum 307. (A) After incorporation of BrUTP, nascent RNA was visualized by transcription dots. In this model, sie sizes are proportional to their fluorescence intensity in 3D confocal series rather than their actual physical
immunofiuorescence using a monocional antibody against BrdU. DNA, pseudocolored in red, was stained with DAPI. (B). a-Amanitin size in the pictures.

resistant transcription sites. Nascent RNA was labeled by BrUTP and visualized by immunofiuorescence. At 200 ug/ml, the inhibitor a-

‘amanitin prevents transcription by pol 11 and pol i}, and thus only pol | ranscription sites are labeled. Most frequently, P. faiciparum nuclei

psionl 1ol Bt some of the cel cepley two eie (kv fok) Hypothesis on transcription architecture in P. falciparum
Transcription
Nucleararea  Transcription )
Cell type A Sites density
Aoz} sites number - umber! um?) P. falciparum theoretical chromosomes B Timely co-expressed genes - functional group A
@  Timely co-expressed genes - functional group B
Ring (8-12 hpi) 2.9 $0.5 8 12 2.8 oo Telomere
Tropho (20-24 hpi) 2.8 0.7 7 2 2.5 Transcription site
Vertebrate cells N/A Over 2800 1.0

Tible 1 Cumeidvn syl o Enan s b ke 307 i U121k =38 o glicion (2024 el 50, Moo
relate to manual quantification sites from maximu D series. Average values are shown followed by
Values for vertebrate e e ook 3006,

- Co-active genes are clustered

- Chromosomes form loops to share transcription sites for functionally

Are active genes clustered in P. falciparum? related genes

- Functionally different groups do not share transcription sites

Stage Number of active Av. number of Av. number of
9 genes sites genes/site
Ring
(8-12 hpi) 561 8 70 - Co-active genes may or not be clustered
Tropho
20-24 hpi) 359 7 51 - Chromosomes form loops but may not share transcription

sites.

- Functionally different genes may share transcription sites

Table 2. Evidence that P. falciparum active genes are clustered in “ranscription factories. Number of active genes in each stage was
retrieved from PlasmoDB using the “timing of expression” ool - microarray evidence for 3D7 with max. expression time 10 hours £2 for
fings and 22 hours £ 2 for trophozoites.
Figure 4. Working hypothesis for P. faciparum transcription organization. White squares represent non-active genes; red and lilac squares
represent two different functional groups of co-expressed genes. The first model shows that functionally related genes on the different
chromosomes share exclusive transcription sites; on the second model, chromosomes reside on “teritories”, to which transcription is confined
and functionally unrelated genes can share transcription sites as long as belong to the same chromosome, and therefore reside on the same

C i and

Our results show P. falciparum transcription is organized in a pattern that the ipti i found in higher organisms, although the 2D site density observed in P.
falciparum is more than the double of the documented number in vertebrate cells. Our data also points to the clustering of active genes in “transcription factories” in the malaria parasite.
This is important because spatial clustering has been demonstrated to play a role in the regulation of developmentally regulated genes in higher orgamsms

The following are the next steps in our attempts to have a deeper understanding of how nuclear architecture il gene ion in F

- use of a nucleolar marker for elucidating the nature of the second a-amanitin resistant site;

- combine confocal and electron microscopy with automated image analysis to develop a 3D model of P. i ipti i along the ic life cycle;
- investigate the correlation between number and intensity of transcription sites in the presence or absence of a histone deacetylase inhibitor, such as trichostatin A (TSA);

- purify, quantify and identify nascent BrRNA, and correlate the data with the number of iption sites in order to ine if genes are clustered in P. falciparum;

- carry out DNA/RNA FISH i for ing the distribution of i related genes i to the ipti state;

- develop 3C (chromosome conformation capture) approach in order to better ize long-range gene il i inP. i
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Automated Nuclear Analysis of Leishmania major
Telomeric Clusters Reveals Changes in Their
Organization during the Parasite’s Life Cycle
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Abstract

Parasite virulence genes are usually associated with telomeres. The clustering of the telomeres, together with their
particular spatial distribution in the nucleus of human parasites such as Plasmodium falciparum and Trypanosoma brucei, has
been suggested to play a role in facilitating ectopic recombination and in the emergence of new antigenic variants.
Leishmania parasites, as well as other trypanosomes, have unusual gene expression characteristics, such as polycistronic and
constitutive transcription of protein-coding genes. Leishmania subtelomeric regions are even more unique because unlike
these regions in other trypanosomes they are devoid of virulence genes. Given these peculiarities of Leishmania, we sought
to investigate how telomeres are organized in the nucleus of Leishmania major parasites at both the human and insect
stages of their life cycle. We developed a new automated and precise method for identifying telomere position in the three-
dimensional space of the nucleus, and we found that the telomeres are organized in clusters present in similar numbers in
both the human and insect stages. While the number of clusters remained the same, their distribution differed between the
two stages. The telomeric clusters were found more concentrated near the center of the nucleus in the human stage than in
the insect stage suggesting reorganization during the parasite’s differentiation process between the two hosts. These data
provide the first 3D analysis of Leishmania telomere organization. The possible biological implications of these findings are
discussed.
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Introduction

The study of nuclear organization is essential to understanding
the way genomes function. Spatial localization of a gene within the
nucleus can modulate its expression, leading either to its activation
or repression [1]. Chromosomes were first shown to be organized
and later shown to occupy particular territories in the nucleus;
chromosome properties such as size and gene density were found
to be important in the nuclear positioning of the chromosome. In
fact, a correlation between transcriptional silencing and localiza-
tion to the nuclear periphery has been suggested. Gene-rich
chromosomes have been observed to occupy the interior of the
nucleus, while gene-poor chromosomes have been seen to localize
at the nuclear periphery (for review see [2] and [3]).

In yeast, the interaction between the chromosome and nuclear
periphery can be mediated by telomeres [4]. Telomeres are DNA-
protein complexes at the physical ends of the chromosomes that
function to protect chromosomal extremities against end-to-end
fusions and degradation by nucleases. They are also important for
the replication of chromosomal ends.

@ PLoS ONE | www.plosone.org

Telomeres show a conserved structure of G-rich tandemly
repeated DNA sequences extending toward the chromosome
extremities and ending in a 3’ overhang. The telomere repeat
sequence 5'-TTAGGG-3" is shared between phylogenetically
unrelated organisms, such as vertebrates, and early diverging
eukaryotes, such as the trypanosomatids [5].

Trypanosomatids are flagellated protozoa of medical impor-
tance as the causes of parasitic diseases such as leishmaniasis,
Chagas’ disease, and African trypanosomiasis. Of these three
diseases, leishmaniasis is the most geographically widespread: it is
present in over 80 countries and puts around 350 million people
worldwide at risk of infection (WHO/TDR). There are over 20
Leishmania species pathogenic to humans, and no vaccines exist
against any of them. The available treatments frequently show low
efficacy and considerable toxicity.

Trypanosomes have peculiar biological features such as
polycistronic transcription and #rans-splicing. In the frans-splicing
reaction, long polycistronic messages are processed by addition of
a 30-40 nucleotides RNA derived from the spliced leader gene at
the 5" end of each cistron, followed by addition of a poly(A) tail at
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the 3’ end. Transcription is constitutive for almost all genes
characterized to date and overall transcription rates vary
according to the parasite developmental stages [6]. Thus, most
regulation of gene expression in trypanosomes seems to occur
posttranscriptionally, either by modulation of the stability of the
processed mRNAs or by translational control (reviewed in [7]).

The life cycle of the Leishmania parasite comprises two stages:
amastigote, the intracellular stage found in mammalian cells
(human stage); and promastigote, the extracellular stage found in
the insect vector (insect stage). The most studied species, Leishmania
major, has a 32-megabase genome and 8200 protein-coding genes
distributed on 36 chromosomes [8].

Telomeres in Leishmania are known to be heterogeneous in
structure [9] and unlike what is found in other pathogenic
protozoa, Leishmanmia major subtelomeric regions do not contain
genes coding for the surface molecules frequently associated with
parasite virulence [10]. Instead, L. major contains clusters of
housekeeping genes extending up to 5 kb away from the telomeres
(8].

The telomeric localization of virulence genes could provide
increased opportunities to generate variability, as it is suspected of
enhancing recombination creating new antigenic variants in
Trypanosoma brucer and Plasmodium [11], [12], [13], [14]. In this
process, the nuclear architecture may play a role in increasing the
emergence of new antigenic and adhesive variants, in the same
way that has been suggested for P. falciparum. The telomeres of P.
Jaleiparum lie in clusters of 4-7 chromosome ends in the nuclear
periphery, and this clustering is thought to enhance recombination
of subtelomeric genes like those of the var gene family [14].

Little is known about nuclear organization in Leshmania
parasites. Given that these parasites are devoid of antigenic
variation and their subtelomeric regions do not harbor virulence
genes as seen for other protozoan parasites, we wanted to know
whether Leishmania telomeres are organized in clusters. In addition,
given that transcription in these parasites is polycistronic and
constitutive, we wanted to know the distribution of the Leishmania
telomeres in the nucleus, since in other models telomeres are often
seen at the nuclear periphery associated with transcriptional
silencing. To answer these questions we investigated the spatial
organization of Leishmania major telomeres in the insect stage, and
we extended this analysis to the intracellular human stage. The
small-sized nucleus and complex telomere hybridization patterns
in this organism made it impossible to study telomere dynamics
using available methods. In order to have more accurate measures
and obtain robust statistics on telomere localization within the
nucleus, we developed a fully automated 3D image processing
system to extract nuclei and detect telomere.

In this paper we describe the telomere organization found in
Leishmama parasites, we compare the organization/distribution
found in nuclei in the human stage and the insect stage, and we
discuss the possible implications of these findings for understand-
ing the biology of the parasite.

Materials and Methods

Parasites

Leishmania major MHOMY/IL/81/Friedlin promastigotes (insect
stage) were cultivated in M199 (Sigma) with 40 uM HEPES
(pH 7.5), 20 ug/ml gentamicin, and 10% heat-inactivated fetal
bovine serum at 28 °C.

Amastigote preparation (human stage)

Mouse macrophage cell line J774A.1 was maintained in RPMI
1640 with r-glutamine (300 mg/L), 25> mM HEPES (pH 7.5)
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(GIBCO), 100 units/ml penicillin, 100 pg/ml streptomycin, and
10% heat-inactivated fetal bovine serum at 37 °C and 5% COs,.
Macrophages were infected with exponentially growing promas-
tigotes diluted to 2x10° cells/ml and cultured 5 days prior to
infection to allow them to reach stationary phase. The cells were
then harvested and washed with RPMI 1640 medium before
infection. In a 24-well plate, macrophages were added at
1x10° cells/ml and incubated for one day prior to infection. On
the day of infection, cells were washed once with medium and
infected at a ratio of 1:10 (host cell:parasite) for 48 h at 37 °C and
5% COs,. After this period, cells were washed 3 times with PBS
and processed for telomere detection as follows.

Fluorescence in situ hybridization (FISH)

Leishmania major telomeres were detected by FISH using a
telomere PNA probe (Telomere PNA FISH kit/FITC, DakoCy-
tomation) according to the manufacturer’s protocol except for the
fixation step, which was performed with 3.7% formaldehyde
(Sigma) for 15 minutes. In addition, the manufacturer’s pre-
treatment step was omitted.

To dissociate telomeric clusters, cells were treated with 0.05%
proteinase K for 10 s prior to fixation [15], then submitted to
FISH with the telomere PNA probe. Z-series images covering the
whole nucleus were taken at distance intervals of 0.1 um by
exceeding the DAPI signal in a Nikon Eclipse 901 microscope
using a 100x/1.4 Plan ApoVC lens and a Nikon DS-QiMc
camera or a Zeiss LSM5 Line Scanning Confocal Microscope.

Automated Image analysis

A. Nuclei detection and segmentation. First, all the
parasites were automatically cropped from the 3D images by
isolating each nucleus-kinetoplast pair. Then, a novel 3D analysis
framework based on deformable models called “active meshes”
was employed [16]. For each parasite, a mesh was used to detect
the boundary of the kinetoplast, while another mesh was
simultaneously used to detect the boundary of the nucleus. The
mesh representation allowed the measurement of distances relative
to the nuclear membrane and a 3D visualization that was fast and
accurate.

B. Telomere cluster localization. Telomere clusters are small
compared to the resolution limit of current optical microscopes.
Therefore they appear on the images as the representation of the
microscope’s point spread function (PSF) [17]. This phenomenon is
taken into account during the detection process, which consists of
two steps. First, the image voxels with high curvature values are
extracted. Then, a Gaussian approximation of the PSF is fitted to
cach pre-localized cluster to refine its localization in real space
coordinates [18]. The intensity of each cluster is given by the
estimated intensity value at cluster localization. For a proper
comparison of the data from populations in the human or insect
stages, the measured cluster intensities of each population were
standardized by subtracting their respective population mean value,
and dividing by their respective population standard deviation.

To compare the relationship between intensity and cluster
position, a relative intensity value was calculated for each cluster.
This relative intensity was calculated by dividing the cluster
intensity value by the sum of all cluster intensity values from the
same nucleus, thereby converting the intensity to a fraction of the
whole cell intensity. This step made it possible to compare cluster
intensities between different cells.

To study the spatial organization of the clusters in each
population and across all nuclei, we computed a relative location
of each cluster along the nuclear radius as shown in Figure 1.
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Figure 1. Scheme to illustrate determination of cluster
position. Each cluster location T was projected on the detected
membrane (mesh) using the vector formed by the center C of the
nucleus and the cluster location T. This projected point E was then used
to compute the ratio CT/CE, there normalizing all the relative cluster
locations across all experiments to a ratio between 0 and 1.
doi:10.1371/journal.pone.0002313.g001

Results

Telomeres are clustered in Leishmania parasites

In FISH, hybridization of probe to target DNA is obtained
through somewhat harsh fixation steps, high denaturation
temperatures, and stringent washing conditions, sometimes
leading to disruption of nuclear ultrastructure [19] [20]. We
hypothesized that by using lower hybridization temperatures, we
could better conserve this ultrastructure. Compared to DNA
probes, peptide nucleic acid (PNA) probes show improved
hybridization characteristics: they hybridize efficiently at low ionic
strength, and their hybridization is more specific and faster (30—
45 min), allowing milder hybridization protocols and resulting in
lower background. Furthermore, PNAs are resistant to both
protease and nuclease degradation (reviewed by [21] and [22]).

Therefore, we decided to take advantage of PNA probes in
order to study the 3D distribution of telomeres in Leishmania
parasites. We performed FISH experiments in both L. major insect
and human intracellular stages using a PNA probe complementary
to the telomeric repeat of Leishmania parasites. As shown in
Figure 2A, L. major telomeres were found in a speckled pattern,
dispersed throughout the nucleus in both human and insect stages
of the parasite.

Telomeres cluster with one another to form discrete foci tethered
to the nuclear periphery, and this peripheral localization can
modulate gene expression (reviewed by [23]). In order to verify
whether L. major telomeres are organized in clusters, we performed
proteinase K digestion of nuclei prior to cell fixation [15]. As
expected, proteinase K treatment disrupted the overall nuclear
structure. After this treatment, the number of telomere spots
increased, indicating that telomeres were indeed associated in
clusters, and that the clusters might have been disrupted by digestion.

The localization of telomeres was then assessed by automated
image analysis of 3D series of L. magjor nuclei from insect and
human stages. Determination of nuclear volume was carried out
using the active mesh framework method (as described previously).
One advantage of using this framework is that the Z-series are
processed as a full volume, in contrast to methods in which each Z-
slice 13 processed independently. Another advantage of our
approach is that the meshes are permanently rendered during
the detection process; thus there is no difference between what is
seen on the screen and the model processing the data.

Interestingly, the observed average number of clusters in both
stages is 16, suggesting that the number of clusters may be
important for the parasite (Fig. 2B). Given that L. major has 36
chromosomes, an average of 4-5 chromosome ends are associated
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in each cluster. When we treated the cells with proteinase K before
fixation, we obtained an average of 30 telomere spots per nuclei
(Fig. 2B). These results provide evidence that L. major telomeres are
in clusters brought together through protein interactions. More-
over, since L. magjor has 72 chromosome ends, our findings suggest
that even after physical disruption of the clusters, telomeres may
remain in close association. It is important to note that Leishmania
chromosomes have never been observed in condensed states and
thus the PNA-FISH system cannot be tested on L. major metaphase
plates. Therefore, it is not possible to know precisely the resolution
limit of this technique for detecting L. major telomeres. Neverthe-
less, it has been shown to detect more than 90% of telomeres in
metaphase plates preparations from mammals [24,25].

Differences in telomere cluster location unveiled through

precise automated assignment of cluster nuclear position
After measuring the positions of hundreds of clusters in the
nuclei of both L. major stages, we decided to analyze the
distribution of the clusters. Nuclei from human and insect stages
were identified based on DAPI signal and segmented as described
in the Methods section. Each telomeric cluster was assigned a
relative location along the nuclear radius. Even though telomere
clusters are widespread throughout the nucleus during both stages,
they concentrate in central areas more frequently than would be
expected for random distribution, as shown in Figure 3. Moreover,
the position of the telomere clusters differs between the two stages:
clusters are more concentrated near the center of the nucleus in
the human stage than in the insect stage. Another way of looking
at these data is to divide the nucleus in two parts of identical
volume, one being internal and the other external (Figures 4B and
4C, dotted vertical lines). This procedure reveals that ~85% of
clusters in the human stage, but ~50% of clusters in the insect
stage, are distributed in the internal half of the nuclear volume.
Thus, transition to the human stage reduces the fraction of clusters
in the external half of the nuclear volume to 15%, which means
that the telomeres are repositioned to the center of the nucleus.
This suggests a spatial reorganization of L. mgor telomere
clusters upon transition between stages of the parasite life cycle.

Analysis of telomeric cluster intensity suggests
reorganization between human and insect stages

The observed spatial reorganization of telomeric clusters
between insect and human stages prompted us to investigate
whether the composition of clusters also changed between the two
stages.

The intensity of a telomeric cluster depends on the number of
telomeric repeats present on each cluster. The number of repeats,
however, can be attributed to the number of repeats within a
single chromosome extremity as well as to the number of
extremities present in each cluster. To our knowledge, there is
no evidence so far that the repeat number within the chromosomes
changes between insect and human stages. We therefore assume
that the intensity of telomeric clusters depends solely on the
number of chromosomes associated in each telomeric cluster.

For proper comparison of the data from human and insect
stages, the measured cluster intensities of each population were
standardized by subtracting their respective population mean
value, then dividing by their respective population standard
deviation. Figure 4A shows a comparison of the standardized
cluster intensity distribution between human and insect stages.
Surprisingly, the overall pattern of clusters intensity changes from
one stage to the other, suggesting that chromosomal distribution in
telomeric clusters changes upon L. mgjor cellular differentiation.
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Figure 2. Telomeres are organized in clusters in Leishmania major. (A) Cells were analyzed by FISH using a fluorescent telomere PNA probe as
described in Methods. DNA was stained with DAPI. 2D maximum intensity projection of Z-series showing telomeric clusters found in nuclei in the
human stage (left column) and insect stage (middle column). Nuclei in the insect stage were treated with Proteinase K (right column) prior to fixation
to examine whether telomeres are found in clusters. (B) Table showing the quantification of telomeric FISH foci as shown in (A). Bar, 1 um.

doi:10.1371/journal.pone.0002313.9002

To further gain insights into telomere distribution among the
clusters, we correlated the intensity of clusters to their nuclear
position. In both insect and human stages, the most intense clusters
tend to be centrally located (Figures 4B and 4C). At present it is
not known whether this differential distribution is biologically
relevant, and whether it is due to differences in the distribution of
chromosomes according to telomere size, or to a different number
of chromosomes per telomeric cluster.

In order to facilitate the visualization of spatial distribution of
telomeres in Leishmania parasites, 3D models were produced for
both the human and insect stages (Figure 5A and 5B, respectively,
and supplemental movies S1 and S2).
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Discussion

Here we have shown that Leshmania major telomeres are
organized in clusters in both stages of the parasite life cycle. We
have also observed that the number of clusters per cell does not
change between the different life stages, suggesting that it may be
important for parasite nuclear biology. Interestingly, the position-
ing of these clusters in the nucleus changes from one stage of the
life cycle to the other. In the human stage, the clusters are more
concentrated in the nucleus center, although in both stages clusters
are found throughout the whole nuclear space. A comparison of
cluster intensities shows that there is a reorganization of the
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Figure 3. Telomeric clusters are widespread in the nucleus but
concentrated in central areas. Comparison of the spatial distribu-
tion of telomeric clusters in nuclei in the human stage (gray bars,
n=952) and insect stage (black bars, n=879) relative to the center of
the nucleus (defined as position zero). The red lines show the values
expected for random distribution. Below, the arrow illustrates the
clusters distribution towards the nuclei.

doi:10.1371/journal.pone.0002313.g003

nucleus when the parasites differentiate from one stage to the
other, with cluster intensities being more homogeneous in the
human stage. In both stages, however, we show that the clusters
with the highest intensities are kept at more internal positions in
the nucleus, while clusters of lower intensities localize towards the
periphery.

The organization of Leishmania telomeres in clusters is
comparable to the situation observed in other eukaryotic cells.
In yeast, telomeres are clustered and tethered to the nuclear
periphery. Association with the nuclear periphery correlates with
gene silencing at the telomeres, where genes are closer to the pools
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Figure 5. Three-dimensional views of an L. major nucleus
showing the spatial distribution of telomeric clusters. Nucleus
and kinetoplast are shown in blue and telomeric clusters in red.
Differences in cluster intensity reflect differences in cluster size. The
views are rotated clockwise with the angles indicated at the top of each
panel. (A) Human stage nucleus. (B) Insect stage nucleus. Bar, T pm.
doi:10.1371/journal.pone.0002313.g005
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of silencing proteins such as the Sir proteins. This transcriptional
inhibition due to the telomeric localization of a gene is called the
telomere position effect (IT'PE), and association of the telomeres
with the periphery is thought to be necessary for TPE to occur
(reviewed in [26]). For example, telomeric repression in trypano-
somes has been demonstrated for genes encoding variant surface
molecules (VSG) in 7. bruce: [27]. However, the importance of the
nuclear localization in this process remains unclear. It has been
suggested that perinuclear localization facilitates transcriptional
repression in the stage of the parasite that does not express the
VSG genes and that in order to be expressed, the VSG gene
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Figure 4. Telomeric clusters are reorganized between the human and insect stages. (A) Standardized intensity comparison of telomeric
clusters between human stage (gray bars) and insect stage (black bars). (B and C) Correlation between the cluster intensity (intensity percentage
relative to each cell) and relative cluster position in nuclei at the human stage (B) and insect stage (C). The values in the abscissa represent the
relative distance of the clusters in relation to the center of the nucleus, defined as position zero. The trend lines are adjusted to linear regressions, and
the dotted lines define the radius used to divide the nucleus in two parts of identical volume, one being internal and the other external.
doi:10.1371/journal.pone.0002313.9g004
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moves away from the periphery towards the center of the nucleus
([28] and for review see [29]).

We have observed that Leishmania major telomere clusters are not
concentrated at the nuclear periphery but instead are distributed
throughout the nucleus. Unlike what is seen for Trypanosoma brucer,
L. major subtelomeric regions do not contain genes coding for
surface molecules [8] [10]. The presence of housekeeping genes at
the subtelomeric regions of Leishmania may explain the distribution
of the telomeres throughout the nucleus.

Besides the lack of perinuclear localization of the telomeres, we
have also observed that Leishmania major telomeres are reorganized
in the nucleus during the life cycle. In 7. cruzi, an extensive
redistribution of the heterochromatic regions occurs during the life
cycle and is associated with changes in the transcriptional status of
the cell [6]. We have shown that in both stages of the parasite life
cycle the more intense clusters are found in central positions and
clusters of lower intensity localize towards the periphery. The role
of chromatin in this organization was not examined and therefore
cannot be ruled out. It is possible that the decrease in cluster
mtensity reflects a difference in probe accessibility due to more
compact heterochromatin in the periphery compared to more
relaxed and accessible euchromatin in central regions. Whether
the reorganization of Leishmania telomeres reflects a more extensive
and general reorganization of the chromatin remains to be
clucidated, as does the functional importance of the telomere
reorganization itself.
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Supporting Information

Movie S1 Three-dimensional reconstruction of an L. major
nucleus showing the spatial distribution of telomeric clusters in
L. major human stage. Nucleus and kinetoplast are shown in blue
and telomeric clusters in red. Differences in cluster intensity reflect
differences in cluster size. This reconstruction was based in 3D
images {rom a single parasite.

Found at: doi:10.1371/journal.pone.0002313.s001
MOV)

(2.15 MB

Movie 82 Three-dimensional reconstruction of an L. major
nucleus showing the spatial distribution of telomeric clusters in
L. major insect stage. Nucleus and kinetoplast are shown in blue
and telomeric clusters in red. Differences in cluster intensity reflect
differences in cluster size. This reconstruction was based in 3D
images from a single parasite.

Found at: doi:10.1371/journal.pone.0002313.s002 (2.72 MB
MOV)
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ABSTRACT

In this paper we present a framework for correcting the spa-
tial drift that can occur in 3D optical fluorescence microscopy
images. These shifts happen during long time acquisition and
can corrupt further analysis. This artifact has to be taken into
account especially if the application requires an high spatial
detection accuracy. Our correction method is based on the use
of a microsphere located within the biological assay. As the
bead does not provide the same correction quality for each
Z-slice, we propose here, to include a level of confidence
depending on the depth in a Kalman filtering process. This
framework allows then to extend the motion compensation
along the complete 3D images. This method is validated on
real data and provides an easy and accurate way to correct 3D
images corrupted along Z by a XY motion.

Index Terms— microscopy, image processing, Kalman
filtering, image enhancement.

1. INTRODUCTION

To introduce our technique in a practical way, we focus on a
specific biological application in which we want to localize in
3D the transcription sites within a nucleus. As this application
requires an important accuracy in its spatial measures, and as
the spatial dimensions of the biological objects are close to
the microscope resolution, high quality images are required.
In this case, and as it is difficult to denoise properly images
subjected to Poisson noise, a common choice is to improve the
signal to noise ratio by increasing the acquisition time and-
or by operating multiple slices (or lines) intensity averaging.
The primary consequence of such averaging is the drastic in-
crease of acquisition time, leading to intrinsic motions (see
figure 1) such as thermal drift.

We propose here to overcome this drawback by adding a
focal bead within the biological preparation (frequently used
in fluorescence microscopy), assuming that the motion is con-
stant over each 2D z slice. Moreover, as the objects of inter-
est and the bead are randomly spread over the 3D biological
preparation, we need to compensate the Z motion in the com-
plete 3D image by extending the slice by slice disk tracking

(b)

Fig. 1. These figures display two different situations in
which the shift is obvious and important.

using a Kalman filtering.

The paper is organized as follow. Section II describes
standard approach for motion compensation and its limits.
Section III extends the correction algorithm by using Kalman
filtering. Results on real images are presented in section IV
and finally section V concludes this paper.

2. MOTION COMPENSATION

In confocal microscopy, a 3D stack I(x,y, z) is composed as
a succession of 2D slices I, (x,y) of small optical sections.
These images are corrupted by numerous artifacts such as
point spread function blurring, Poisson noise, intensity loss,
spatial aberrations and in our case mis-alignment of each z
slice.

In our application, the correction process is initiated by a
user-based selection of a 2D region of interest containing the
complete bead across all the z sections, taking into account
a possible drift along the Z-axis. This selection is extended
for all the z slices, providing the 3D image I'(z,y, z). As a
preliminary approach, we consider that for each slice I (x, y),
the gravity center x, of the image corresponds to the gravity
center of the sphere sectioning at this z position (see figure
2). Indeed, the sphere intensity is much more important than
the background one, and thus the resulting center of mass for
each z slice is mainly driven by the disk.

Such straightforward method provides a vector V. =
VI g vI v 1T, where v, = [v(2), vy (2)]7 are the
2D floating point vectors representing the motion of each z

) zZ=Nn



Fig. 2. Example of a selected crop I'(z, y, z) of a highly de-
formed image and three z stacks I (z, y) illustrating that
the image I’ (z,y) center of mass position is bad located.

I, (xy)

Fig. 3. Schematic representation of the cropped region of
interest containing the bead. This figure displays the no-
tations used in this paper.

slice (see figure 3). If we note c, the geometrical center of
the 2D image I/, a first naive estimation of the motion is:

V, =X, —C,.

During the correction step, the rigid transformations given
by the vectors v are applied to the images I, (z,y) by the
following equation:

vy(2)),

where INZ is the corrected image at the z position. The in-
terpolating function used in our application is a bilinear one,
combining speed and accuracy. Even if this model provides
a quite good correction for the z stacks corresponding to the
middle of the sphere, there is a important loss of accuracy
regarding the stacks out of this zone.

To overcome this drawback we propose to extend this
model by including a detection confidence factor within the
vector v, computation. This confidence is included in our
correction framework using a linear Gaussian Bayesian filter
so called Kalman filter [1].

fz(x,y) = Iz(glj —vz(2),y —

3. KALMAN FILTERING EXTENSION

Because the disk radius 7, resulting from the sphere section-
ing is fluctuating along the z axis, the localization accuracy

of the center of mass is also subjected to an error. The worse
signal-to-noise ratio we have, the more the center of mass es-
timation is corrupted by the background, and thus converge to
the center c,, of the cropped image I, (see curves (1) on figure
6). This is a major issue since the biological object of interest
we aim to correct may not be located at the same level as the
bead.

Therefore, we do not to use the measurements directly but
estimate the location of this projection by incorporating as-
sumptions on the evolution of this location thanks to a Kalman
filter. This filtering method is used in many fields, especially
in object tracking [2, 3, 4].

At each level z we obtain a measurement m,, and we
aim to estimate the density of the true value x, assuming the

following system:
X, = with Uy NN(O,Qz)
m, = with 1, ~ N(0,R.)

where F', denotes the state transition matrix and Q. the tran-
sition noise covariance matrix, H, the observation matrix and
R, the observation noise covariance matrix. The Kalman fil-
ter allows to obtain recursively an optimal estimate of a Gaus-
sian state density p(x.|m.,...,mg) = N(X,.,P..). The
notation X, |, represents the estimate of x at the position z;
given observations up to, and including z;. Following the fact
that the displacement of the center of mass across levels is
rather smooth, we consider a system driven by a locally con-
stant speed transition automatically updated. Consequently,
the state and measurement vectors x., m_. and the matrices
F., H, are constructed as follows [5]:

szz—l + v
H.x. + Mz

Xz = [mwyzamz—lyyz—l]T m, = [ajzayz]T’

in accordance with the following system parameters:

2 0 -1 0
0o 2 0 -1 1 0 0 0
=110 0 o HZ[OIOO]’
01 O 0
Qz = 1(4) R. = azI(2) ) (D

where I(n) denotes the identity matrix of dimension n.

The initial step of the process is realized on z = z,,,;4 cor-
responding to the middle of the sphere. This stack has impor-
tant properties: it displays the best signal-to-noise-ratio and it
can be easily located using the integrated intensity function.
Indeed, z,,;4 corresponds to the stack presenting a maximum
of intensity along the z-axis. This choice enables to initiate
the filtering with a maximum of confidence in the detection
step. From now, we split I (z, y) in two parts, each of them
starting from z,,,;4 and ending respectively at the top (z = 0)
and the bottom (z = n) of I(x, y). In the following, we con-
sider the top part, the same procedure is then applied equiva-
lently to the bottom part of I’ (z,y).



For each level z a measurement m, is provided by com-
puting the 2D image I.(z,y) center of mass. A Kalman
prediction-estimation iteration provides an estimate x|, of
the disk location and its covariance P, given our system,
and thus allows to predict the v, considering the previous
states and the detection confidence.

Setting precisely the parameters of a Kalman filter such
that they match with the reality is difficult in many applica-
tions but is nevertheless of primary importance since the filter
system represents prior knowledge which somehow regular-
izes our measurements. In our case, most parameters sound
pretty close from the reality: the transition matrix corresponds
to a locally smoothed interpolation and the transition noise is
reestimated thanks to the method that we proposed in [5].

Nevertheless, a crucial remaining issue is to set the mea-
surement covariance noise «, representing the confidence of
the measurement at each level z and therefore has to be itera-
tively updated. In order to do this, we propose to evaluate the
center of mass localization error A E/ occurring at each z con-
sidering the physical properties of the system, i.e.: the sphere
radius 7, the region of interest I width Wy, and height Hy/,
the background and the sphere mean intensity, respectively
Iy and I,. Wy and Hy are immediately provided by the user
selection.

Moreover, at the level z,,;4, the disk size in pixel is per-
fectly known thanks to the microscope resolution and the
physical dimensions of the bead. Thus, we can segment accu-
rately the disk and consequently define precisely I, I, and
T2,.. (NOted also 7o for more convenience). The disk radius
at any slice z is straight-forwardly given by:

. 13— (2 — 2mia)? i |2 — Zmia| < 1o
# 0 if |Z—Zmid|>7‘0

If we consider that we have no prior about the disk I', po-
sition within I/ (i.e. an uniform distribution of the probability
of presence over the 2D array), we can therefore compute the
probability distribution of the center of mass of the system
(disk and background). The resulting error AF is the Eu-
clidean distance between the center of mass and the real disk
center illustrated in figure 5.a. To compute the system center
of mass m,, we split I in N constant intensity areas A,, with
their associated barycenters by, (see figure 5.b). The system
center of mass is given by:

N-1
Zn:O wpbn
N-1
Zn:() Wn
where wy, is the integrated intensity over the surface A,,. This
process is iteratively operated over the area () representing I’
sub-part in which the disk I', remains uncropped, leading to

a probability map for each z (see figures 5.c & 5.d).
We fit this probability map with a 2D Gaussian function
to obtain the variance «, to be inserted in the Kalman filter

defined in equation (1). Figure 4 displays a typical example
of a, evolution considering the system parameters.

m; = )

Fig. 4. This 3D curve displays the evolution of «. for
different values of z and /,. Here we choose I, = 10,
W =800, H =540 and ry = 77.

4. VALIDATION

Evaluating the relevance of our correction scheme is diffi-
cult since it requires to possess a perfectly defined object lo-
cated out of the reference bead domain. We propose here
to validate our correction method by generating a bench of
400x400x150 3D images. Each image contains a sphere, ran-
domly located (and thus inducing different user selections), of
the same physical dimensions as the ones used in the previ-
ous sections. These images are submitted to a smooth motion
in depth following parametric functions (low order polyno-
mials and trigonometrics). To mimic as much as possible a
real acquisition, we corrupt the deformed image by applying:
(i) a 3D Gaussian blur, modeling the point spread function
convolution, (ii) a Poisson noise and (iii) an additive Gaus-
sian noise. Moreover, the deformation path is also submitted
to Gaussian noise simulating the inaccuracy of the imaging
process. Then, for each image we compute the Euclidean
distance between the motion estimated using the center of
mass of the cropped region and the corrected motion using
the Kalman filtering process described in the previous sec-
tions. To increase the relevance of the validation, we average
the results of each over five different user selections.

Table 1 displays the mean, the standard deviation and the
maximum values of the distance functions described below
realized for different motion types. Whatever the motion
and the selection are, the Kalman filter always drastically
improves the accuracy of the motion estimation. The residual
error is mainly related to the Gaussian error added to the
motion.

Moreover, figure 6 displays four other experimental mo-
tions before and after correction in a real context. It is clear
that after filtering, the motion is no more attracted by the cen-
ter of the cropped image, but continues and extrapolates the
motion for the slices out of the bead domain. Finally, the fig-
ure 7 shows a bead before and after correction, highlighting
the relevance of the correction for the bead.
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Fig. 5. Figures (a) & (b) display a schematic representa-
tion of the two main steps involved in the detection error
modeling: (a) the scan of €2 and (b) the computation of I/
center of mass. Finally, (¢) & (d) represent two different
probability distributions for a same system at different .

z, 2’72 z
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Fig. 6. Four different trajectories before (1), and after (2)
Kalman based motion compensation.

S. CONCLUSION AND FUTURE WORKS

In this paper, we presented a method for correcting 3D mi-
croscopic acquisition subjected to smooth motion within the
z stack. We used a bead physically included in the biological
preparation and we extend the motion compensation frame-
work by using a Kalman filter. The detection error is modeled
on a theoretical computation of the center of mass position.
This model provides a crucial information, usually missing in
the Kalman filtering process: the variance of the detection er-
ror. Thanks to this knowledge, we can correct precisely, and
automatically, the drift all over the 3D image. This framework
can be used also to register in parallel multi-channel images.
Finally, if the loss of intensity in depth is noticeable, rela-
tively to the bead intensity, it can be interesting to include, in
this process, an intensity decay model such as presented by

(@) (b) (d)

Fig. 7. (a) and (b) represent the bead before correction
(respectively real 3D data and segmented image). (c) and
(d) represent the same situation after correction.

Mean (pm) | Std (um) | Max (um)
Poly. 1 0.51(0.17 | 0.63]|0.12 | 2.21{0.49
Poly. 2 0.81/0.19 | 0.63/0.09 | 1.99(0.47
Poly. 3 0.59]0.16 | 0.46/0.08 | 1.27|0.36
Trigo. 1 0.45(0.22 | 0.41]0.07 | 1.48(0.35
Trigo. 2 || 0.68]0.21 | 0.81{0.13 | 2.66|0.14

Table 1. Results obtained for 5 experiments. Each result is
an average of 5 different user selections. The right and left
cells of each result is respectively obtain with and without
Kalman filter.

[6] by turning I;, and I into respectively I,(z) and I4(2).
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