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1. RESUMEN

El reciente descubrimiento del primer mamiferosaggbide, el roedolympanoctomys
barrerae, plantea una serie de interrogantes con respecia dinamica genomica y a su
fisiologia. Por este motivo se decidid caracterigarcialmente el gen que codifica para la
proteina p53, muy importante en la regulacion deloccelular, reparacion del DNA y
mantencion de la estabilidad gendmica. Estos posce® ven alterados en las especies
poliploides vegetales, por lo que se infiere qu8 p& sufrido alteraciones similares en este
animal poliploide.

Para lograr el objetivo planteado anteriormenteais® tres clones de una biblioteca
genomica dd. barrerae construida en fago lambda, que presumiblementgermm el gerp53
completo. Estos clones permitirdn realizar anatisisecuencia comparandola con otras especies
y experimentos de hibridacidn situ fluorescente (FISH) para caracterizar al gen prd@har
cuantas copias de él se han mantenido en el getespaés del evento de duplicacién.

Dado queT. barrerae habita en salares y se alimenta de plantas cas @incentraciones
de sal, se decidio analizar si sus células tiemannoayor resistencia a NaCl que células control.
Para probar esta hipétesis se establecieron loetaksres y se realizaron experimeniiositro,
comprobandose que efectivamente las células der@estlor toleran altas concentraciones de
NaCl. Las lineas celulares obtenidas durante etepte trabajo constituyen ademas una
herramienta valiosa para futuros estudios moleesjafisiolégicos y genéticos, los que

proporcionaran mayor informacién sobre la adecuagiganismica de este roedor imposible.



SUMMARY

The recent discovery of the first tetraploid mamrige rodenfTympanoctomys barrerae,
has opened several lines of research in connewfithnts genome dynamics and physiology. For
this reason, we partialy characterized the p53 gerech is very important in cell cycle
regulation, DNA repair, and maintenance of genostability. Since these processes are altered
in plant polyploid species, we assume that p53tion is also altered in a polyploid animal.

To characterize the p53 gene three clones fronereomgic library fromT. barrerae
constructed in a lambda vector, possibly contairtimg complete gene, were isolated. These
clones will allow a comparison of the p53 sequemcth other species. It will also allow
performing fluorescenin situ hybridization (FISH) experiments in order to detare the copy
number in the species genome after the duplicatvemt.

We decided to determine Ti. barrerae’s cells are more resistant to NaCl than control
cells because the animal lives in salt flats asdliét is based on plants with a high salt content.
Cell lines were established to check this hypo#esidin vitro experiments indicated that these
cells effectively tolerate higher NaCl concentraidhan control cells. The established cell lines
will be also a useful tool for future molecularnt@tional and cytogenetic studies, which will

provide further information about the organismafmeostasis of this impossible rodent.



2. INTRODUCCION

Uno de los avances mas relevantes alcanzadds jpaslogia molecular en los udltimos
aflos es el descubrimiento de un sistema que rapimtamdestruye células dafadas y
potencialmente peligrosas para el organismo (Choma&000). Este sistema monitorea diversos
tipos de dafio, asi como estados de estrés querppesthucir cambios genéticos, produciendo la
detencion del ciclo celular para reparar los egayela muerte celular, ya sea por apoptosis
(muerte celular programada) o por senescencia yrtenunecrotica (Brooks y Gu, 2003). El
componente central de este sistema es p53, protriltiduncional que actia en el nacleo, en la
que convergen numerosas sefiales de emergencid ) figungman, 2000).

El genp53 en humanos se encuentra en el brazo corto delosama 17 (17p1.3) y
abarca 16 a 20 kb de DNA. Tiene 11 exones queicadipara un mRNA de 2.2 — 2.5 kb y para
una proteina de 393 aminoacidos de aproximadanthtedDa. La proteina se divide en tres
dominios: el aminoterminal (ad 1-70) de activaaéna transcripcion junto a una regién rica en
prolinas, el central (aa 100-300) de union a sexiasrespecificas de DNA y el carboxiloterminal
(aa 300-325) multifuncional donde se encuentrasefal de localizacion nuclear y el dominio de
oligomerizaciéon (Cetin-Atalay y Ozturk, 2000; Gérlazzaro y col, 2004; Baroni y col, 2004;
Coutts y La Thangue, 2005). Para actuar como fad®rtranscripcion, p53 forma un
homotetramero que reconoce y se une a secuenciasAlespecificas (Michalak y col, 2005).

En Mus musculus el genp53 es muy conservado y se ubica en el cromosomadriofka
y col, 2001) Existe ademas un pseudogen ubicado en el cromod@maroducto de la
transcripcion reversa de un mRNA del gen funcioir verse liberado de la seleccion

restrictiva, éste ha ido acumulando un alto nirdermutaciones (Tanooka y col, 2001).
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Figura 1: Esquema que describe algunas de las funciones3derpfespuesta a estrés celular. La
proteina p53, activada por sefiales de alerta,aaatisu vez la expresién de genes blanco. Estos
desencadenan procesos tales como senescenciaosapopmtetencion del ciclo celular y
reparacion del DNA, lo que evita la proliferacidoa délulas dafadas (adaptado de Attardi y

DePinho, 2004; Lane y Fisher, 2004; Ljungman, 2000)



Debido a su gran importancia y a su relacion doraecer, la proteina p53 fue elegida
“molécula del afio” por la revistaience en 1993 (Soussi, 2003). Desde ese afio, su relavaac
sido enfatizada por el descubrimiento de mutaciate$53 en mas de un 50% de todos los
tumores humanos (Brooks y Gu, 2003; Baroni y ca04).

La proteina p53 pertenece a una familia de fastdegtranscripcion que incluye también a
p73 y p63 (GOmez-Lazaro y col, 2004; Watson e Iyw2006). Los tres comparten una
homologia de secuencia pero difieren en el numeroexiones, funciones, regulacion y
distribucion en los tejidos (Gomez-Lazaro y colQ20 p53 es un gen de copia Unica pero
codifica para diferentes isoformas de la proteinen@ resultado de empalme alternativo,
utilizaciéon de promotores alternativos e inicioslaléraduccion alternativos (Ghosh y col, 2004;
Watson e Irwin, 2006).

También se le han atribuido funciones de représota transcripcion, inhibidor de la
traduccion de algunos mRNAs, actividad 3’-5’-exdeasa y capacidad de unién directa a DNA
de hebra simple y bases desapareadas. Estas fesicogieren que p53 participa en procesos de
reconocimiento y reparacion inmediata de dafiog BINA (Chumakov, 2000; Ljungman, 2000).

El gen p53 es transcrito y traducido continuamente, pero Hatgpna es sometida
rapidamente a ubiquitinacion por la proteina Mdne& degradacion en el proteosoma (Brooks y
Gu, 2003; Watson e Irwin, 2006), por lo que la @mracion intracelular de p53 es baja
(Ljungman, 2000). Cuando esté presente en cansdades elevadas corresponde a una forma
incapaz de activar la transcripcién de sus gerescb| pero que participa en la reparacion del
DNA (Brooks y Gu, 2003; Chumakov, 2000). La actidacde p53 en respuesta a estrés y dafio
es principalmente postraduccional, o que hace atanesu nivel intracelular al disminuir su

degradacion y produce cambios conformacionalesagoeentan su actividad (Chumakov, 2000;



Gomez-Lazaro y col, 2004). El gran numero de moatfiones postraduccionales e interacciones
proteina-proteina, ademas de relocalizacion sulacefuisubnuclear, permite una fina regulacion
de la actividad de p53 (Brooks y Gu, 2003; Kohn gmhiier, 2005). En su conformacion
inactiva, p53 es de localizacion difusa y prinaipahte citoplasmatica. S6lo cuando se activa o
estabiliza se trasloca al nucleo (Gémez-Lazarol y2694). p53 también actia en la mitocondria
produciendo apoptosis por liberacion de citocromal citoplasma (Erster y Moll, 2005) e
induciendo la activacion de la respiracion aerolfMatoba y col, 2006). En los tumores, las
células obtienen energia principalmente de la Méal@ica ya que tienen parcialmente inactivada
la respiracion aerobica. Por lo tanto, la regulaai@ la respiracion celular por parte de p53
define un mecanismo genético, independiente dkd celular, por el cual la inactivacion de p53
promoveria el desarrollo de cancer (Matoba y dd062 Green y Chipuk, 2006; McBride y col,
2006).

Una de las principales proteinas blanco de p5®é&sun poderoso inhibidor de kinasas
dependientes de ciclinas, responsable de detenecickl celular en respuesta a una
sobreexpresion de p53 y de dafio al DNA (Chumakd®Q2Wong y Stearns, 2005). Las células
somaticas de mamifero tienen varios puntos de aodé dafio al DNA, siendo los principales
los siguientes: (i) @S: previene la entrada de la célula a la fasé)3n{fa-S: bloguea el ciclo
celular en la fase S, (iii) S/M: provoca la deténcidel ciclo celular si el DNA no ha sido
replicado por completo o si esta dafiado, (iy)M5 evita el inicio de la mitosis y (v) punto de
control del huso mitético: detiene el ciclo celukmtes de la anafase si el huso no se ha
ensamblado correctamente (Song, 2005; Wong y Ste2d05).

Se ha reportado que las células con p53 inactisadeuelven facilmente tetraploides o

poliploides al promoverse la inestabilidad gen6miRar eso se ha implicado a p53 en un punto



de control de tetraploidia durante el ciclo cel@hmdreassen y col, 2001; Duensing y Duensing,
2005). Sin embargo, otros autores sostienen queéetancion del ciclo celular en células
tetraploides en cultivo estaria asociada al esfuésgenera el maneja vitro. Un ejemplo es el
uso de agentes inhibidores de la citoquinesis, qaesaria efectos irreversibles en el
citoesqueleto de actina (Uetake y Sluder, 2004; yVgprStearns, 2005; Sphyris y Harrison,
2005). Se cree ademas que la formacion de tunmorégso estaria precedida por errores en la
citoquinesis que generarian en primer lugar célidaaploides. Estas luego generarian células
aneuploides en un proceso asociado a la inactwatgola funcion de p53 (Shi y King, 2005;
Fujiwara y col, 2005).

Por lo anteriormente expuesto, el estudio deraeslécula es de gran importancia, siendo
el roedor tetraploiddympanoctomys barrerae una herramienta interesante para ello, debido a
que tiene el genoma duplicado. La condicion deypétidia ha sido considerada imposible en
mamiferos por alterar el mecanismo de compensadatosis (inactivacion de un cromosoma X
en hembras) (Otto y Whitton, 2000). A pesar de désa@faciones, las evidencias citoldgicas y
moleculares apoyan la tetraploidia Tebarrerae. Entre ellas se destaca su elevado numero de
cromosomas (2n = 102), que es el mas alto entrentomiferos; el contenido de DNA de sus
células (16,8 pg), que duplica el promedio de loamifieros y el gran tamafio de sus
espermatozoides (Gallardo y col, 1999; Gallardoly2003; Gallardo y col, 2004).

En los organismos poliploides vegetales se ha wvaderqgue la regulacién génica sufre
modificaciones después de ocurrido el evento ddichgmn gendmica, como por ejemplo el
silenciamiento de hasta el 2,5% de los genes dujus (Ozkan y col, 2001; Liu y Wendel,
2002). Esto hace mas interesante aun el estudi@alenT. barrerae, debido a que es un factor

de transcripcién fundamental en la regulacion deloccelular y que al parecer estaria



relacionado con el monitoreo de procesos de pddizlacion en la célula (Andreassen y col,
2001; Ljungman, 2000). Para estudiar el g&3 en T. barrerae, se procedido a rastrear la
biblioteca gendmica y a caracterizar un fragmengdiante secuenciacion.

T. barrerae es un habitante de las dunas de los salares m@®®eintre las provincias de
Mendoza y Neuquén (Diaz y col, 2000: Gallardo y £6B9). Este especialista del desierto tiene
una dieta consistente en plantas halofiticas de gyatenido salino. Sus riflones pueden procesar
grandes cantidades de sal, por lo cual la cona@étraosmaotica de su orina es una de las mas
altas reportadas para un mamifero (7080 mosm/gz(Ricol, 2000; Ojeda y col, 1996; Ojeda y
col, 1999). Estas adaptaciones fisiologicas plantee serie de interrogantes relacionadas con el
metabolismo celular de esta especie. Al respeet@upone que existiria una mayor tolerancia
celular a altas concentraciones de sal debidof@iaa de vida de este roedor. Para responder a
esta interrogante, se inicio el aprendizaje de i¢ésnde cultivo celular primario y se
establecieron lineas celulares mediante transfoémaie células pulmonares y de feto con genes
adenovirales. Una vez logrado este objetivo, se pysueba la siguiente hipotesis:

- Ho: las células pulmonares debarrerae soportan las mismas concentraciones de NaCl
gue las células del contrBhttus rattus.

- H1: las células pulmonares d@ebarrerae soportan una mayor concentracion de NaCl que
las células de la especie control.

Los objetivos y la hipétesis planteada permitirdnacer mas cabalmente el genoma y las
caracteristicas fisiolégicas de este roedor, que g naturaleza tetraploide constituye un

verdadero desafio a los modelos biolégicos y pgnaas existentes.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1. MATERIALES

3.1.1. Material bioldgico

- Biblioteca gendmica dé&. barrerae construida en el bacteriofagbixIl

- CélulaskE. coli XL1-Blue MRA (P2)

- CélulaskE. coli JM 109

- Clonesityp53-1.1 typ53-1.2 yAtyp53-3.1

- Clones ptyp5sko Y ptyp53soo

- Células de cultivo primario de pulmon y de un féeouna hembrd. barrerae capturada
en Afelo, Argentina (Instituto de Ecologia y Evafu; MHG 1755)

- Lineas celulares TBL, TBL1-4, TBL1-7, BRK1 y AB120

3.1.2. Enzimas

Invitrogen ‘TagDNA polimerasaNotl, Sall, Sstl, RNAsa A

Promega EcoRI, RQ1 DNAsa libre de RNAs&acl
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3.1.3. Reactivos y otros

Amersham/Searle : POPOP

Bio-Rad : filtros de nitrocelulosa, Precision #Rrotein All Blue Standards
Calbiochem : G418

Caledon > acido clorhidrico

Eastman : xilencianol

Energene : Glow Microscopy Mounting Medium

Fisher Scientific Company : PEG 6000

GibcoBRL . extracto de levadura, ampicilina, DN& esperma de salmon, D-
Mem, suero bovino fetal, penicilina-estreptomicitmgosina

Invitrogen : oligonucledtidos partidores p53, DNHindlll, bromuro de
etidio, Lipofectamin 2000, DMRIE-C

Merck : gelatina, metanol, acido acético glacaldo fosforico, acido

tricloroacético, cloruro de calcio, cloruro de magio, triton X-

100
NEN :oP-dCTP
Pierce . ECL kit, Comasie Plus — The Better ByatiAssay Kit
Promega : glicerol, IPTG, Prime-a-gene kit
Qbiogene : Geneclean kit
Riedel-de Haen : EDTA, maltosa, sulfato de magnesi
Roche . Inhibidores de proteasas (completce ik EDTA)

Ross : rubber cement
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Sigma . alcohol isoamilico, glucosa, azul derwtenol, azul de
coomasie, tween 20, colchicina, DAPI, nonidei0p
poliacrilamida

United States Biological . peptona, tris, aceta®sddio, X-Gal

Winkler : cloruro de sodio, agar-agar, agarogéroitido de sodio, SDS,
acetato de potasio, fenol, etanol, cloroforisapropanol, cloruro

de potasio, formamida

3.2. METODOS

La mayoria de los protocolos utilizados en biadogholecular fueron obtenidos de
Sambrook y col (1989). Sélo para los protocolo®wioios de otras fuentes se detallan éstas en el

texto.

3.2.1. Amplificacién de una secuencia especifical dgnp53 por reaccion de la

polimerasa en cadena (PCR)

Se amplificé por PCR (en DNA gendmico o de fagoldda recombinante) una secuencia
especifica del gemp53 de T. barrerae de 554 pb. Los partidores utilizados fueron los
oligonucleodtidos  sentido: 5-CATCTTATCCGGGTGGAAGG-3y antisentido: 5'-
CCATGCAGGAGCTATTACAC-3 disenados a partir de lacsencia AF36737®1us musculus
p53 obtenida de la base de datos GenBank. El fratgnaenplificado abarca el extremo terminal

del exdn 6, el intrén 6 y el comienzo del exdén pH@ enMus musculus.
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En un volumen final de 50 pl se mezclo 1 pl de Didplado (100 ng DNA gendmico);
40 ng de cada partidor; 2,5 pl de Mg@0 mM); 5 pl de tampdn de PCR 10X (200 mM Tris-
HCI [pH 8,4, 500 mM KCI); 2,5 pul dNTPs (10mM); agua y 0,3 bl Y/ul) de la enzima
TagDNA polimerasa.

La reaccién se realizd en un termociclador, ddadeezcla se denaturé por 5 minutos a
94°C, realizdndose luego 30 ciclos de 1 minuto éeatliracion a 94°C, 1 minuto de
apareamiento de los partidores a 55°C y 1 minutextension a 72°C. A continuacién se realizo
una extension final por 7 minutos a 72°C y se taéna reaccién a 4°C. Para comprobar el
correcto funcionamiento de la reaccion se carg&rphde la muestra en un gel de agarosa al 1%

y se realizé una electroforesis como se descrileandlante.

3.2.2. Preparacion de DNA plasmidial a pequefia edaa

En una placa de LB agar (1,8% p/v agar-agar, (9b%extracto de levadura, 1% p/v
peptona, 1% p/v NaCl, [pH 7,4]) con ampicilina (6@00ug/ml de medio) se sembraron células
XL1 Blue (guardadas en glicerol a -80°C) portadal@splasmidio pGEM-T Easy con un inserto
de 554 pb correspondiente a un fragmento del g8rdp®. barrerae. Se incubd la placa a 37°C
durante la noche y se inoculé una colonia aisladé e- 10 ml de medio LB liquido con
ampicilina (50ug/ml). Esta cantidad fue adecuada como para realiza extraccion de DNA
plasmidial a pequefia escala luego de incubar dutadt la noche a 37°C y con agitacion a 200
rpm.

Se centrifugaron 1,5 ml del cultivo liquido entubo eppendorf a 3700 rpm (1150 x Q)

por 5 minutos a temperatura ambiente y se desebsigbrenadante. El sedimento se resuspendio
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completamente en 250 de la solucion S1 fria (50 mM Tris-H@bH 8,d, 10 mM EDTA[pH
8,0], 400ug/ml RNAsa A), luego se agregaron 38@e solucion S2 (200 mM NaOH, 1% SDS),
se mezclo lentamente por inversion y se incubd Jpaoninutos a temperatura ambiente. A
continuacion se agregaron 2fl0de la solucién S3 fria (2,55 M acetato de potfgtd 4,9), se
mezcld muy lentamente y se incub6 por 10 minutosieto. Posteriormente se centrifugé a
14.000 rpm (19.300 x g) por 5 minutos a temperatamsbiente para eliminar el DNA
cromosémico y las proteinas denaturadas. Se recepsobrenadante inmediatamente.

El DNA plasmidial se purifico por extraccion ferwd y se precipité con etanol. Para ello
se agregé medio volumen de fenol equilibrado es-HEl (pH 8,0) y medio volumen de
cloroformo/alcohol isoamilico (24:1). Se mezclé pdgunos minutos a temperatura ambiente y
se centrifugd por 3 minutos a 14.000 rpm (19.3@f).)XSe rescaté la fase superior acuosa y se le
agregd un volumen de isopropanol frio para premipdi DNA. Se incubdé a —20°C por 10
minutos y se centrifug6é a 14.000 rpm (19.300 x@) 36 minutos a 4°C, descartandose todo el
sobrenadante. Se lavé el sedimento de DNA con efd@?, se centrifugd por 2 minutos y se
eliminé todo el alcohol. EI DNA obtenido se dej@aea temperatura ambiente y se resuspendid
en 30 — 50ul de agua destilada estéril. Luego se dejoé a temtymer ambiente o a 4°C para
permitir la rehidratacion del DNA. La concentraci@e determiné por espectrofotometria

midiendo la absorbancia a 260 nm. El DNA se almaeer20°C.
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3.2.3. Cuantificacion de DNA

La concentracion del DNA se determind midiendoalsorbancia a 260 nm en un
espectrofotometro Shimadzu UV-1203. Se diluyerqrd &el DNA a cuantificar en 798l de
agua destilada y se midié la absorbancia a 26@§0anm, calibrando el equipo con agua. La
concentraciéon de DNA se calculé sabiendo que unaidied 6ptica (OD) de 1 corresponde a 50
ug/ml de DNA, por lo que el valor de absorbanciaenltto se multiplicd por ese valor y por el
factor de dilucion igual a 400 (volumen final pddipor el volumen de la muestra). La
concentracion calculada se expresqueful. La pureza de la muestra se determiné calculéndo
relacion Aeso/Azgo, la cual refleja la cantidad de proteinas preserim un DNA puro esta

relacion fluctda entre 1.70 y 1.85.

3.2.4. Fraccionamiento de DNA por electroforesis egeles de agarosa

Para fraccionar DNA plasmidial o de fago lambdauskzaron geles de agarosa al 1%
preparados en 30 - 50 ml de TAE 1X (Tris-acetadd @, [pH 8.0], EDTA 1 mM), disolviendo la
agarosa por ebullicibn en un horno microondas. &apcobd que el volumen no hubiera
disminuido luego de la ebullicion y, de ser asiyakio a enrasar al volumen deseado con agua
destilada. Se le agregé 1 pl de bromuro de eti@idbnig/ml), se verti6 en un molde para
electroforesis y se dejo solidificar. El molde adrgel solidificado se sumergio en la camara de
electroforesis con TAE 1X y se cargoé la muestraaiaelz con tampon de carga 6X (0,25% azul

de bromofenol, 0,25% xilencianol, 30% glicerol gua), a una concentracion final de 1X. En el
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mismo gel se cargaron ademas 0,5 pg de estandai/BiNAllll. La electroforesis se llevo a

cabo a 40 mA para DNA gendmico y a 50 mA para Di&smidial o de fago lambda.

3.2.5. Digestién de DNA con enzimas de restriccion

La digestion de 1 — 5 ug de DNA plasmidial o dgoféambda con una sola enzima de
restriccion se realizé en un volumen final de 20cph una concentracion 1X del tampon
especifico para la enzima y 10 U de enzima deicegtn por 2 horas a 37°C. Luego se cargaron
los 20 pl de muestra mezclados con 4 pl de tampdada 6X en un gel de agarosa para separar
los fragmentos de DNA por electroforesis. El migmnacedimiento se realizé cuando se usaron 2

enzimas simultdneamente.

3.2.6. Extraccion de DNA desde geles de agarosa

Se extrajo el DNA de la banda de interés cortaglagel de agarosa siguiendo las
instrucciones del kit (Geneclean kit, Qbiogene)téenica se basa en que el DNA normalmente
se une a la silica negativamente cargada por foémate puentes catidnicos con los grupos
fosfato en presencia de altas concentracionesldaa@bdpica y eluye cuando se disminuyen las
concentraciones de sal. Una vez purificado el feagmse almacend a —20°C y se carg6 un 10%
de la preparacion en un gel de agarosa al 1% panarobar la correcta extraccion del DNA de

la banda.
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3.2.7. Marcaje de DNA cort’P

El DNA a utilizar como sonda para rastrear laibtbkca gendmica o para analisis por
Southern blot fue marcado siguiendo las instruasael kit Prime-a-gene de Promega, disefiado
para marcar fragmentos de DNA utilizando hexanticleé al azar como partidores para
sintetizar las hebras complementarias y como enzandragmento Klenow de la DNA
polimerasa. La sonda para p53 fue marcada incargo@®?P-dCTP (3000Ci/mmol, 10mCi/ml)

en las hebras complementarias sintetizadas.

3.2.8. Determinacién de la eficiencia de marcaje déactivo

En dos tubos se mezclaron 3 ml de acido tricla@tea frio (TCA 10%) con 1 ug de
DNA de timo de ternera y se les agregd respectingan&0 y 20 ul de la sonda radioactiva
diluida 1:50 en agua. El contenido de cada tubdilsé al vacio a través de un filtro de
nitrocelulosa. Luego se lavé un minimo de 3 veaesTCA 10%, una vez con etanol 95% y se
dej6 secar los filtros al aire bajo campana. Urmasexo, cada filtro se depositd en un frasco para
mediciones de radioactividad que contenia 3,5 ndddiecion de centelleo (PPO 4 g/l y POPOP
0,1 g/l en tolueno) y se midieron las cuentas pouto (CPM) en un contador de centelleo (Tri-

Carb, Liquid Scintillation Analyzer).
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3.2.9. Preparacion de células para sembrar fagos

Se sembraron en placas de LB agar las célulasBild-MRA (P2) de un stock en
glicerol almacenado a —80 °C y se incubaron a 3ifi@nte la noche. Se sembr6 una colonia
aislada en 10 ml de medio LB suplementado con O¢e%altosa y 10 mM de Mg3@ se dejo
crecer durante la noche a 37°C con agitacion aotesta 200 rpm. Una vez observado un
crecimiento suficiente se tomaron @Dde este cultivo y se sembraron en 20 ml de meBio
también suplementado con maltosa y MgS&e monitored el crecimiento mediante la medicion
de turbidez a 600 nm hasta alcanzar una OD de 0,8.d.uego se sedimentaron las células a
3.700 rpm (1.150 x g) por 5 minutos y se resus@ndien una cantidad adecuada de Mg8D

mM para obtener una OD final igual a 2.

3.2.10. Titulacién de un stock de fago lambda

Se realizaron diluciones seriadas desde 1%HH3ta 1 x 18 a partir de un stock de fago
lambda utilizando SM frio (0,1 M NaCl, 8 mM Mg%®@H,O, 50 mM Tris-HCl[pH 7,5, 0,01%
gelatina).

En un tubo de ensayo limpio se mezclaron ll0@e células con 100l de la dilucién de
fago lambda y se incubaron en bafio de Maria a 3MM@&gitacion, por 20 minutos. Se equilibré
LBTA (LB agar al 0,8% p/v) a 50°C y placas de LBaag 37°C. Al cabo de los 20 minutos se
agregaron 10 ml de LBTA liquido al tubo de ensayo la mezcla de células y bacteriéfagos. Se
vertio inmediatamente el contenido del tubo solm@ placa de LB agar y se distribuy6 el liquido

uniformemente sobre la superficie del agar. Unasadidlificado el LBTA se incubo la placa en
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una estufa a 37°C durante toda la noche. Las ugsdimimadoras de placas de lisis por ml de
stock (pfu/ml) se calcularon multiplicando por 1thémero de placas de lisis y por el factor de

dilucion.

3.2.11. Preparacion de un stock de bacteriofago ldda

Para obtener una placa de agar de 137 mm de dcaowet placas de lisis confluentes se
realizé la infeccion de 100l de bacterias con 10@ de la dilucién 1 x 18 de un clon puro en
una placa de LB agar. Se incub6 a 37°C duranteléogiache. Para eluir los fagos se vertieron 10
ml de SM sobre la placa y se dej6é incubando comegn suave y constante durante dos horas,
al cabo de las cuales se recolectd el medio. Despgeédescartar restos de bacterias por
centrifugacién, se afiadié una gota de cloroformgphtenadante y se almacené la suspension de
bacteriéfagos (“cleared lysate”) a 4°C. Para almacgento a largo plazo se prepard un stock de

1 ml con 7 % de DMSO y se guardd a -80°C.

3.2.12. Rastreo de biblioteca genémica

Se utilizaron placas de agar en que las placéisisdgroducidas por el bacteridfago en la
cubierta bacteriana se pudieran distinguir indiglthente en forma clara (crecimiento casi
confluente). Se dejaron enfriar las placas a 4%€ les asigndé un nimero. Se depositd el primer
filtro sobre la superficie del agar y se marcaroordenadas perforando el filtro y el agar con una

aguja untada en carbon activo. El primer filtrodegd sobre la placa de 0,5 a 1 minutos y el
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segundo filtro se dejé de 1 — 2 minutos. El dupleccae marcé con coordenadas idénticas a las
del primer filtro.

Una vez retirados los filtros de la placa se sgieesn en una solucion denaturante (1,5
M NacCl; 0,5 M NaOH) por 1 — 2 minutos. Luego sep@saron a una solucion neutralizante (1,5
M NacCl; 0,5 M Tris-HCI[pH 8,J) por 5 min y finalmente se lavaron por 1 minutoZex SSC
(0,3 M NaCl, 30 mM NgCsHs07-2H,0). Se dejo secar los filtros al aire sobre papsbebente y
luego se fij6 el DNA a 80°C en una estufa al vaodo 30 minutos. Finalizada la fijacién del
DNA los filtros se humedecieron en 2XSSC y se pmétdron en una solucion de 50%
formamida, 6 x SSC, 0,5% SDS y 10@/ml de DNA de esperma de salmoén previamente
desnaturalizado por ebullicion durante 15 minut@sprehibridacion se llevo a cabo a 42°C con
agitacion suave por 1 a 3 horas.

La hibridacién del DNA con la sonda marcada o8fP-dCTP se realizé incubando los
filtros durante la noche a 42°C con agitacion su&véa solucion de hibridacién. Esta solucion
corresponde a la solucion de prehibridacion a la s@ le agregd la sonda denaturada por
ebullicién durante 15 minutos, a una actividadlfae1 x 16 cpm/m.

Los filtros se lavaron disminuyendo progresivaraetl@ concentracion de sal de la
solucion de lavado. Luego se enjuagaron una veZ2cosSC + 0,1% SDS, luego se lavaron 2
veces por 15 minutos con una solucion de la misamposicion para cambiar luego a una
solucion con 1 x SSC + 0,1% SDS, en la que se fanthién por 15 min a 42°C. Los filtros
fueron envueltos en una lamina plastica para praséa humedad y se revelaron utilizando el
equipo Molecular Imager FX de Bio-Rad.

Los clones positivos se identificaron al sobrepoee la misma orientacion las

coordenadas marcadas con carbén activo en ambos fidbtenidos de una misma placa. Este
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procedimiento supone que los clones de interégspondian a las placas de lisis que producian
una sefial en ambos filtros. Una vez localizadas,placas de lisis se extrajeron del agar
utilizando una punta azul para micropipeta cortadau extremo. El trozo de agar obtenido se
depositd en un tubo Eppendorf de 1,5 ml con 0,5enEM y 20ul de cloroformo y se dejo
durante la noche a 4°C con agitacion constante glanael bacteriéfago. Una vez terminada la
elucién se determiné el titulo de la solucién yseebrd para el siguiente rastreo. Una vez que
todas las placas de lisis presentes en la placagde fueron positivas (indicando que todas

provenian del mismo clon del fago), se procediéepgrar un stock para analisis posteriores.

3.2.13. Preparacion de DNA de bacteridfago lambda

Se sembro la dilucién adecuada del clon a utileaa lograr una formacion de placas de
lisis confluente. Para cada extraccibn de DNA smbsaron 6 placas grandes (137 mm de
diametro) de LB agar, cada una de las cuales g6 etn 10 ml de SM frio bajo agitacion suave
durante un minimo de 2 horas a 4°C. Previo a laleecion del liquido las placas se dejaron
inclinadas durante 15 minutos. Una vez recoleckadaspension en un tubo Falcon de 50 ml, se
le agregd DNAsa | y RNAsa a una concentracion fileallug/ml. Esto se incubd por 3 horas a
temperatura ambiente. Una vez finalizada la digeste le agregé a la suspension NaCl sélido a
una concentracion final de 1 M y se incub6 por i@ en hielo para favorecer la disociaciéon de
las particulas virales de los restos bacterianos. flestos bacterianos fueron removidos por
centrifugaciéon a 3700 rpm (1.150 x g) por 10 misugcse recuper6 el sobrenadante. Para hacer
precipitar las particulas virales se agregd PE@&@lido a una concentracion final del 10%, se

disolvié por agitacién suave y se incub6 en higloyn minimo de una hora.
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Se transfirio parte de la suspension a 6 tubosregpf de 1,5 ml y se centrifugé a 14.000
rpm (19.300 x g) por 15 min a 4°C. Se descarttoblenadante y se volvio a agregar de la
suspension a los mismos tubos para centrifugaramiente, proceso que se repitio hasta haber
centrifugado todo el volumen. Se removié todo @lido de los 6 sedimentos resultantes y se
resuspendieron en SM juntandolos en un volumemn di@al60ul por cada 10 ml de suspension
original.

El PEG vy los restos celulares se extrajeron agoepaun volumen de cloroformo,
agitando vigorosamente por 30 segundos y separdasiofases organica y acuosa por
centrifugaciéon a 3000 x g por 15 minutos a 4°Creégeaperd la fase acuosa (se reservo para mas
adelante) y se reextrajo la fase organica agregha@@al de TE (pH 8.0) (Tris/HCI 10 mM [pH
8.0], EDTA 1 mM [pH 8.0]) y 1Qul de NaCl 5M por cada 3Qa@ de volumen. Se centrifugé por
5 minutos en las condiciones anteriores, se déstamueva fase organica y se juntd la nueva
fase acuosa con la anterior. La mezcla de fasessasuse reextrajo con 1 volumen de fenol
equilibrado en Tris-HCI (pH 8,0), se centrifugd Pominutos y se guardo la fase acuosa. La fase
organica se volvid a extraer con TE (pH 8,0) y NdG nueva fase acuosa se junté con la
anterior y se descarto la fase organica restaatefdses acuosas se extrajeron con cloroformo, se
agitaron vigorosamente por 30 segundos y se aegdribn por 3 minutos. Se recuperé la fase
acuosa y se le agregé 1 ml de etanol 100% frio gej@ precipitar en hielo por al menos 15
minutos. Luego se centrifugd a 14.000 rpm (19.30f) por 15 minutos a 4°C. Se descarto el
sobrenadante y se disolvio el sedimento en [1I0@e acetato de sodio 0,3 M (pH 8,0). Se le
agregaron 25@Ql de etanol 100% frio y se dejo precipitar por liGutos en hielo. Se centrifugo
por 5 minutos en las condiciones anteriores, s& ¢sedimento en 15 de etanol 70% y se

centrifugd por 2 minutos. Se dejé secar el sedimentemperatura ambiente y finalmente se
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resuspendio en un volumen adecuado de TE (pH ée(30 y 6Qul). Una vez resuspendido el

DNA se cuantificé midiendo la absorbancia a 260 nm.

3.2.14. Analisis por Southern blot

El DNA a analizar se fraccion6 mediante electre$éts en gel de agarosa tefiido con
bromuro de etidio. Se fotografio el gel al ladouth& regla, cuyo cero se encontraba a la altura de
los pocillos. Luego se denaturé el DNA sumergieetiel (2 veces por 10 minutos y con
agitacion constante) en una solucién de NaOH 0y MaCIl 1,5 M. Luego se cambio a una
solucion neutralizante (NaCl 1,5 M; Tris-HCI 1 [dH 7,4), donde se incubd dos veces durante
10 minutos. Finalmente se transfirio por capiladidd DNA a una membrana de nitrocelulosa,
depositando el gel sobre una tira de papel filkhd@tman 3M) en contacto con una solucion de
10XSSC. El gel se cubrié con la membrana de nilwtuga y con dos trozos de papel filtro de
dimensiones idénticas a las del gel. Sobre el ddpelse apilé papel absorbente hasta alcanzar
una altura de unos 8 cm. Finalmente se aplastododan trozo de vidrio para extraer el liquido.
Se dejo transfiriendo el DNA durante toda la nogHeego se fijo incubando la membrana a
80°C durante 30 minutos en una estufa de vaciofilta@s se hibridaron con una sonda marcada
con**Pa-dCTP siguiendo el mismo procedimiento que ensttea de la biblioteca genémica. El
revelado de los filtros se realiz6 utilizando elipg Molecular Imager FX de Bio-Rad (Southern,

1975).
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3.2.15. Clonacion de un fragmento de DNA en un vextplasmidial

3.2.15.1. Preparacion de células competentes

Se sembraron célulds coli JM 109 guardadas en glicerol a —80°C en una plackB
agar y se incubaron a 37°C durante la noche. Sbréama colonia aislada de esa placa en 5 ml
de medio LB y se incubo6 en un agitador a 200 rpB79C durante la noche. De este cultivo se
realizo dilucion 1:100 en medio SOC (2% p/v tri@p0,5% p/v extracto de levadura, 8,5 mM
NaCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgGl 20 mM glucosa) y se dejo crecer hasta que alcana®soo
de 0,5; momento en que el cultivo se encuentraidase exponencial de crecimiento. El cultivo
se enfrio completamente por una hora en hielo géasdas se centrifugaron a 1250 rpm (130 x Q)
por 10 minutos a 4°C. El sedimento fue resuspendidg suavemente en MgC100 mM frio,
utilizando un volumen igual al que tenia el cultwiginalmente. Las células se sedimentaron y
se resuspendieron en MgClOOmM frio y se centrifugaron en las condicionesedores y
resuspendiendo en 15 ml de Cafd0 mM frio. Luego se incubaron en hielo por 2@utos, se
centrifugaron por ultima vez y se resuspendierory fantamente en 0,5 ml de Ca@lo0 mM

frio. Las células competentes obtenidas de estaafee guardaron a 4°C durante una semana.

3.2.15.2. Ligacion de un fragmento de DNA a un vemt plasmidial

A partir de una cepa bacteriana portadora del ve@tuescript vacio se purificd el DNA

plasmidial y se digirieron 5 pg de éste con enzideeestriccion para linearizar el vector. Luego

se mezclaron aproximadamente 250 ng del vectorid@eon 11 pul de tampon de ligacion 10X;
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1 pl de ATP (10 mM); 7,2 ug de DNA digerido con lasmas enzimas utilizadas para linearizar
el vector (se agrego la digestion completa del DidAjue fue realizada en un volumen de 10 pl)
y 1 pl de T4 DNA ligasa (3U/ul) en un volumen firdd 24 pl. La mezcla se incubo por 10
minutos a temperatura ambiente y luego duranteolzhen a 4°C. Para determinar el ruido
generado por la religacion del vector sin incorpmnade inserto se realizé un control de ligacion
en el que se mezclaron los mismos elementos nowd@auteriormente, excepto el DNA a ser

insertado en el vector.

3.2.15.3. Transformacion de células competentes

Se mezclaron 100 ul de células competentes cartdbdiad del volumen de la reaccion
de ligacion y se incubaron por 20 minutos en hiatiemas del control de ligacién se prepard un
control de transformacion utilizando como DNA 50 ae vector sobreenrrollado sin inserto y
sin digerir. A todas las mezclas se les aplico hotk térmico incubandolas por 45 segundos a
42°C y se incubaron nuevamente en hielo. Al cabairtes minutos se les agregd 500 ul de
medio SOC precalentado a 37°C. Se incubaron panétas a temperatura ambiente y luego por
1-2 horas en agitador a 37°C y 200 rpm. Finalmkgteélulas fueron sembradas sobre placas de
LB agar con ampicilina equilibradas previamente7aC3y conteniendo 40 pl de X-Gal (20
mg/ml) y 4 ul de IPTG (200 mg/ml), e incubadas @@ ®Hurante la noche.

Posterior a la incubacién se observaron colorgasotbr blanco y de color azul, debido al
sistema dea-complementacion, que consiste en la accién comjutgl gen lacZ mutante
(lacZAM15) que se encuentra en la célula huésped coenelagZ’ que se encuentra en el vector

plasmidial para producir la enzinffagalactosidasa activa. El gen |15 tiene una delecién
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en la region que codifica para arpéptido, mientras que el gen lacZ’ sélo codifieagela-
péptido. Cuando se inserta un fragmento de DNAeelor plasmidial se interrumpe el gen lacZ’
por lo que no se produce @ipéptido y por ende no se genera la enZingalactosidasa activa.
Asi las colonias portadoras de un plasmido recoamb@ son blancas, a diferencia de las que
portan el vector vacio, que son azules al teneni@map-galactosidasa activa y ser capaces de
degradar el reactivo cromogénico X-Gal (5-bromdetez3-indolyl{3-D-galactosido) presente
en el medio. El IPTG (isopropfl-D-tiogalactopirandsido) se agrega al medio pouseanalogo
sintético altamente estable y no metabolizable adgdlactosa, que secuestra al represor de
B-galactosidasa aumentando la sintesis de la enzima.

Tanto las colonias blancas como las azules sevardti por separado en 5 ml de medio
LB con ampicilina, incubandolas durante la nochg7aC y 200 rpm en el agitador. Una vez
observado un buen crecimiento se les extrajo el pP&midial para comprobar la presencia del
inserto esperado mediante digestion EcoR| y Sacl. Luego se realizé una electroforesis en un
gel de agarosa al 1%. Los clones que presentararsertio fueron enviados a secuenciar.

De los clones con inserto se prepar6 un stock gbnacenar a -80°C creciendo una
colonia en 10 ml de medio LB con ampicilina, seditaado las células a 3000 rpm por 5
minutos y resuspendiéndolas en 1,5 ml de una solw@mpuesta por Tris-HCI 10mM (pH 8,0),

MgCl, 10 mM y 30% de glicerol.

3.2.16. Cultivo primario de células eucaridticas

Se establecidé un cultivo celular primario a pat@rexplantes de tejido cortado con bisturi

y depositado en una botella de cultivo de 12,5 @éensuperficie con medio D-MEM de Gibco.
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El medio se suplementd6 con 20% de suero bovind f&8BF) y 1% de penicilina —
estreptomicina y se incubo el cultivo en una esau83°C y con 7% de GOEI medio de cultivo
se cambid segun los requerimientos, lavandoseélatas con PBS antes de agregar el nuevo

medio de cultivo (Freshney, 2000).

3.2.17. Transfeccion deélulas eucaridticas

Previo al inicio de los protocolos de transformacgise sembraron células de cultivo
primario en placas de 59 énde superficie en medio D-MEM con 20% de SBF y 186 d
penicilina-estreptomicina y se incubaron a 37°C% de CQ hasta obtener un crecimiento

confluente (Kingston y col, 1996).

3.2.17.1. Transfeccion mediante fosfato de calcio

Una hora antes de la transfeccién se cambi6 elaredi placas con crecimiento celular
confluente. Se prepar6 el DNA a transfectar mezddas plasmidos portadores de los genes de
interés (Tabla 2, seccion Resultados 4.4.2.) co\ OB esperma de salmén hasta alcanzar una
cantidad de 3(ig de DNA por tubo, y se llevé el volumen a 48@on agua. A esta mezcla se le
agrego 50ul de CaCj (2,5 M) y 500 pl de BES-tampoén salino 2X (50mMdaciN,N-big2-
hidroxietil] 2-aminosulfonicd BES], 280 mM NaCl, 1,5 mM Na$PO,, pH 6,96) bajo agitacion
constante en vortex. Se incub6 por 20 minutos péeatura ambiente para permitir la formacion

de cristales de fosfato de calcio (que se adh@r&NA) y se agrego lentamente el contenido del
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tubo a la placa con las células, bajo agitacionesu@e incubaron las células a 37°C por 24 horas

y luego se cambio el medio de cultivo (Kingstoroy; €996).

3.2.17.2. Transfeccion mediante lipofectamina

Antes de la transfeccion, realizada segun el madeainstrucciones de Lipofectamin
2000 (Invitrogen), se reemplaz6 el medio de cultdolas células por D-MEp(sin SBF ni
antibioticos). En un tubo eppendorf se mezclo latidad de DNA plasmidial indicada en la
Tabla 2 (seccion Resultados 4.4.2.) con plofle medio D-MEM y en otro tubo se mezclaron 10
ul de lipofectamina por cada 4 pug de DNA con otrd8 i de medio D-MEM. Se incub6 por 5
minutos a temperatura ambiente. El contenido debaribos se mezclo y se incubd nuevamente
por 20 minutos a temperatura ambiente. La mezctaysego gota a gota a las placas con células
bajo agitacion suave. Luego de 6 horas se agre§Op8Ea llegar a una concentracion de 20% en

el medio. Se cambi6 el medio de cultivo a las 2440

3.2.17.3. Transfecciéon mediante DMRIE-C

Antes de la transfeccion, realizada segun el madaainstrucciones de DMRIE-C
(Invitrogen), se cambid el medio de cultivo de datulas a D-MEMN. En un tubo eppendorf se
mezcl6 4ug de DNA plasmidial con 5001 de medio D-MEM y en otro tubo se mezclaron (iR
de DMRIE-C con otros 50Qu de medio D-MEM. Se incubd por 1 minuto a temperatura
ambiente. El contenido de ambos tubos se mezadicsibé nuevamente por 35 — 45 minutos a

temperatura ambiente. La mezcla se agregd gotdaaagtas placas con células bajo agitacion
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suave. Luego de 3 - 12 horas se agrego SBF y aintils para llegar a una concentracion de 20

y 1% respectivamente. Se cambio el medio de cudtilas 24 horas.

3.2.18. Obtencion de lineas celulares mono- y pdtinales

Una vez transfectadas las células y habiendo zddanun crecimiento confluente, se
agregd 300 - 40Qug de G418 (antibidtico aminoglicésido) por ml de die a células
transfectadas con el vector pcDNA3, que contiengeal de resistencia a dicho antibiético. De
este modo se seleccionaron los focos de célulegamtes. Los focos de crecimiento acelerado
no seleccionables y aquellos sobrevivientes despelésatamiento con G418 fueron aislados y
cultivados en forma separada para obtener lindakies monoclonales. Las células sobrantes
fueron tripsinizadas y vueltas a sembrar para @btiimeas celulares policlonales (comunicacién

personal Dr. Dobner, Instituto de Microbiologia igiene, Universidad de Regensburg).

3.2.19. Determinacioén de la curva de crecimiento delulas eucaridticas

Se sembraron 30.000 células por pocillo en miacad de 6 pocillos. Se contd por
duplicado el nimero de células dia por medio (@adseb dias) durante 12 dias. Cada tipo celular
a analizar de sembro en 0,1 y 5 % de SBF. Al moon@atcontar se retird el medio de cultivo, se
lavé con PBS y se desprendieron las células agieg&00 pl de tripsina a cada pocillo.
Dependiendo de la cantidad de células presentekpatillo, se diluyd con diferentes volumenes
de PBS vy se tifieron las células agregando 25 jazdede tripan al 1%. Se contaron solo las

células vivas en una camara de Newbauer y se éatulimero de células totales multiplicando
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el nimero de células contadas por el factor deidituy por 16 (10 debido a la profundidad de
la camara y 10al transformar de pl a ml) para obtener el ninter@élulas por ml. Luego se
calculd el numero de células en 600 ul de tripsBgautilizaron como control las lineas celulares
BRK1 (Baby Rat Kidney 1) y AB120, ambas provenisende ratas Sprague-Dawleys. BRK1 es
una linea celular espontaneamente transformada 32@Bue obtenida de la linea BRK1 por

transfeccion de genes adenovirales, por lo queesadE1B-55kDa y E1A (Freshney, 2000).

3.2.20. Inmunodeteccion de proteinas en células awidticas por inmunofluorescencia y

analisis de Western blot

3.2.20.1. Inmunofluorescencia

Se sembraron las células en placas de Petri céagbpetos en su interior y se incubaron
durante la noche. Luego de lograrse 50 — 60% dituemrtia, se elimind el medio, se lavaron las
células con PBS y se retiraron los portaobjetos télulas fueron fijadas sumergiendo los
portaobjetos en metanol a —20°C por 15 minutosle€gaon secar a temperatura ambiente y se
permeabilizaron sumergiendo los portaobjetos etoX-100 al 0,5% en PBS por 15 minutos.
Se bloqued con BSA al 1% en PBS Tween o con TBS@&on (25 mM Tris-HC[pH 7,3,

150 mM NacCl, 0,1% BSA, 2 mM glucosa) a temperaturdiente por 30 — 60 minutos. Se lavd
3 veces por 5 minutos en PBS Tween.

Se depositaron 5@ del anticuerpo primario IgG anti-E1A de raton (B4 Harlow y col,

1985), IgG anti-E1B de rata (2A6; Sarnow y col, 208 IgG anti-p53 de ratén (Pab421 dilucién

1/10; Harlow y col 1981) sobre el portaobjetos yirsmibé por una hora en camara hiumeda a
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temperatura ambiente. Se lavdé 3 veces por 5 mincbos PBS Tween y en oscuridad se
agregaron 50 pl de anticuerpo secundario. Los werfos secundarios utilizados fueron IgG
anti-rata e IgG anti-ratdén, conjugados con tiodiarde fluoresceina (FITC) o con Texas Red
(TR) (dilucion 1:100) mezclados con DAPI (diluci@rL000). Se incubd por una hora y se lavo
tres veces por 5 minutos con PBS Tween. Luego sgaigpn 5Qul de Glow y se cubrié con un

cubreobjetos. Después de guardarlo por 2 - 3 har@®C se observé al microscopio de

epifluorescencia (Nevels y col, 1999).

3.2.20.2. Preparacién de un extracto de proteinasttles

Se resuspendié un sedimento congelado de célultsrgron RIPA Light (50 mM Tris-
HCI [pH 8,d, 150 mM NacCl, 0,1% SDS, 1% Nonidet P-40, 5 mM EDDAL% Triton X-100,
2 mM DTT) suplementado con una mezcla de inhibslale proteasas (Complete, EDTA-free,
Roche, solucién stock 25X) y con PMSF (0,2 mg/miaemtracion final). Se mezclo con vortex
y se incubo por 30 minutos en hielo. Se centrifpgo 10 minutos a 14000 rpm a 4°C y se
recuperd el sobrenadante (Nevels y col, 2001). &ermind la concentracion de proteinas
utilizando el método de Bradford segun las insiarees del kit (Coomasie Plus — The Better

Bradford Assay Kit, Pierce).

3.2.20.3. Fraccionamiento electroforético de proteas en gel de poliacrilamida-SDS

Las muestras se denaturaron a 95°C por 5 minufits yE§53) o a 55°C por 15 minutos

(E1B 55k). En el gel se cargaron las muestras ragaslcon tampén de carga 5X (250 mM Tris-
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HCI [pH 6,9, 10% SDS, 50% glicerol, 0,5% azul de bromofenad|531g/ul betamercaptoetanol)
y el estandar de peso molecular (Precision Plugipradll Blue Standards de BIO-RAD). En el
gel espaciador (4% acrilamida, 125 mM Tp#l 6,9, 0,1% SDS) se concentraron las proteinas,
que luego se separaron en un gel al 10% (10% madidga 375 mM Tris-HCl[pH 8,9, 0,1%

SDS) (Laemmli, 1970).

3.2.20.4. Transferencia de proteinas a membrana nunodeteccion por analisis de

Western blot

Las proteinas se electrotransfirieron desde eldgeboliacrilamida a una membrana de
nitrocelulosa (Towbin y col, 1979), la que se bleduposteriormente con 5% de leche
descremada en polvo en PBS-Tween (0,1%) agitaratola solucion a 4°C durante la noche.
Luego se incub6 con anticuerpos especificos cdasrgroteinas a detectar (Pab421 anti-p53
dilucion 1/1000, M73 anti-E1A dilucién 1/30, 2A6taE1B dilucién 1/30) por 90 minutos. Se
lavé 3 veces por 7 minutos con PBS-Tween. Se incaimdun anticuerpo secundario anti-ratén
conjugado con peroxidasa (dilucién 1/5000), se &8 veces por 7 minutos con PBS-Tween y
se revel6 con quimioluminiscencia (ECL kit, Piercka reaccién se detectd en una placa

radiogréafica (Kodak).

3.2.21. Preparacion de cromosomas metafasicos a piade células de cultivo

Se trabajo con células con alta tasa de divisida,sg obtuvieron tripsinizando las células

de una placa de Petri (mediana) con crecimientdiu@nte y se repartieron en 3 nuevas placas
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medianas. Se cambio el medio de cultivo 48 horapuls de sembrar las células y se agrego
colchicina a una concentracion final de @ por ml de medio. Se incubaron las células con
colchicina de 3 — 5 hrs a 37°C y luego se tripaitia y se sedimentaron a 2000 rpm por 3
minutos. Se descarto el sobrenadante.

Las células se resuspendieron en 10 ml de KCBOWMa 37°C, agregandolo gota a gota.
Se dej6 reposar a 37°C por 20 minutos para lisacddulas. Se agregaron 0,5 ml de fijador
(metanol / acido acético glacial 3:1) y se mezab6 ipversion. Posteriormente se sedimentaron
las células a 1000 rpm por 7 minutos, se elimirgbblenadante y se resuspendieron suavemente
en fijador frio (4°C). Luego se incubaron a 4°C 2@minutos, se sedimentaron a 1500 rpm por 5
minutos y se volvieron a resuspender en fijado—(% ml). Se realizaron tres lavados y
finalmente las células se guardaron a 4 6 -20 YOspendidas en 2 ml de fijador. De esta
suspension se sembrd una gota por portaobjetos gie@rvar al microscopio y para usos

posteriores (Schwarzacher y Heslop-Harrison, 2000).
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4. RESULTADOS

4.1. Preparacion de la sonda para el rastreo del gg53 en la biblioteca gendmica de

Tympanoctomys barrerae

Para rastrear la biblioteca gendmicaTldéarrerae se utiliz6 como sonda un fragmento
del genp53 de 554 pb obtenido mediante amplificacion por REERDNA gendmico de dicha
especie. Los partidores utilizados fueron disefi@alpartir regiones altamente conservadas de la
secuencia AF367373 del gpb3 en Mus musculus, obtenida de GenBank. BW. musculus se
amplifica un fragmento de 555 pb que abarca pattexbn 6, el intrén 6 y el comienzo del exén
7 (Fig. 2).

El producto de amplificacion se clono en el ve@&EM-T Easy (clon ptyp33o) Y la
secuencia, que se deposito en la base de datosa@efBimero de acceso EF151927), confirmo
su pertinencia al gepb3. Al comparar la secuencia de barrerae con la deMus musculus, se
identifican las mismas regiones exodnicas e int@®icon sus sitios de empalme conservados
(Fig. 3). Ademas se observa que 76 pb pertenecexdal 6; 400 pb al intron 6 y 38 pb al exdn 7.
Un 54,3% de los nucledtidos son idénticos en ambeagencias, siendo éstos més frecuentes en
las regiones correspondientes a los exones pacidlpalizando las regiones exonicas e
intronicas por separado, se observa que el pojeatgadentidad nucleotidica de 75% en el exdn
6 (57 de 76 pb), 47,5% en el intron (190 de 400\pB%,2% en el exdn 7 (32 de 38 pb). La
homologia de la region exodnica total es de un 78HAfda region intrénica se observan ademas
diferencias dadas por pequefos “gaps” causadodgbeciones o inserciones presentes tanto en

la secuencia dé. barrerae como en la d&1. musculus.
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Gen p53 M. musculus
[ B350 SE40 [ 6351 TR0 e

5% ¢ | 3%

WHE_niié4d = WP 035570
B - Eegiin codificante B - EBeqiéin ne codificante

—_— Exon 6 Exon 7 —_—
Oligo sentidoe Oligo antisentido

+

Producto de amplificacion
554 pb en T. barrerae

Figura 2: Representacion esquematica del fragmento delp§8rutilizado como sonda para

rastrear la biblioteca genomica tebarrerae.
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Figura 3: Alineamiento de la secuencia nucleotidica de 514iglbgenp53 amplificado enT.
barrerae usando la secuencia AF367373 Me musculus. En letra minuscula se detallan los
intrones y en mayuscula se detallan los exonekettaade cada aminoacido derivado esta situada
sobre la primera letra del codon respectivo. En sg marcan los aminoacidos diferentes. Las

estrellas entre ambas secuencias indican los rtigdeddénticos.
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Al derivar los aminoacidos de la secuencia nuadlemi deT. barrerae se obtiene una
secuencia de 37 residuos de aminoacidos. Compdaarmio la secuencia aminoacidica derivada
de M. musculus se observan solo 9 diferencias, a pesar de qu2thagdones diferentes. Ello se
debe a que en secuencias codificantes las sustikgenucleotidicas sinbnimas (que no causan un
cambio de aminoacido en la proteina) ocurren c@frgtuencia aproximadamente cinco veces
mayor que las no-sindnimas (Li and Graur, 1991). IBe 9 diferencias observadas, 6
corresponden a sustituciones por aminoacidos hagus)anientras que en el tercer aminoacido
de la secuencia d€. barrerae se encuentra histidina (+), mientras ln musculus hay una
tirosina (polar). En la posicion 30 se reemplazdetna (apolar) por tirosina (polar) y en la
posicion 36 hay un cambio de asparragina (polar)igioa (+). Se desconoce si estas diferencias
en la secuencia aminoacidica producen alguna roadifin en la funcion de la proteina.

A fin de obtener solo el inserto del clon ptyph3jue servira de sonda para el rastreo de
la biblioteca gendmica, se libero el fragmento gigestion coreEcoRI (Fig. 4, A) y se purificd
desde el gel de agarosa utilizando el kit Genedl@mgene). Por comparacién con el estandar
(DNAA/HindlIll) fraccionado en el mismo gel, se determindctancentracion del DNA del
fragmento purificado en 5ng/pl (Fig. 4, B). De eBl§A se marcaron 25 ng carr’P-dCTP a

una actividad especifica de 6,8 ¥ #pm/pg, obteniéndose un total de 1,72 k.
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A) 1 B)
pb

pb 23.130~

23.130— 9.416—

9.416— 6.557—

6.557 — Vect 4.361—
4.361— ector
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Figura 4: Purificacion del fragmento de 554 pb defjen p53. Fraccionamiento electroforético
en gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro deoetiehrril 1 en (A) y (B): estandar de peso
molecular DNAA/Hindlll (0,5 pg). (A) Carriles 2 y 3: DNA pty ps&/EcoRl; (B) Carril 2:

fragmento 554 pb purificado desde el gel en (A).
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4.2. Rastreo de la biblioteca gendmica deympanoctomys barrerae

La biblioteca gendmica d& barrerae construida en el vectarFixll esta dividida en 6
sub-bibliotecas. Estas fueron analizadas por PG® idantificar cual contenia un clon portador
del genp53. El analisis por PCR con los oligonucledtidos @specificos identifico productos
del tamafo esperado en las sub-bibliotecas 2,.35¢ 4astreo la sub-biblioteca 3 (Fig. 5), de la
cual se sembraron 3 placas grandes de una dilud®nfagos 1x 16 obteniéndose
aproximadamente 50.000 pfu en cada una. De cada géaobtuvieron 2 filtros que se hibridaron
con la sonda*’P-dCTP-ptyp53. Luego se identificaron los clones positivos en150.000 pfu
rastreadas superponiendo ambos filtros de cada.pfe observaron cuatro clones con seiial
fuerte y nueve con sefial mas débil. En cuatro maéarastreo se purificaron los recombinantes
1.1.1.3.1, 1.21.22 y 3.1.1.2.1, a los cuales e dsignaron respectivamente los nombres
definitivos Atyp53-1.1,Atyp53-1.2 yAtyp53-3.1. De los tres clones purificados se pi@par
stock con un titulo de 1 x 1@fu/ml. Los clones positivos que no generarongdguositivas en
las siguientes rondas fueron descartados y otmeriuguardados para completar su rastreo mas

adelante.
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Sefial inespecifica Clon positivo
B) Placas originales Recombinante purificado
1 Atyp53-1.1Atyp53-1.2
2 -
3 Atyp53-3.1

Figura 5: Rastreo de la biblioteca gendmica d&. barrerae. (A) Esquema del rastreo y (B)

Clonesityp53 purificados después de 4 rondas de rastreo.
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4.3. Caracterizacion de los recombinantekstyp53

4.3.1. Caracterizacion de los recombinantdgyp53 por PCR

Para confirmar la presencia de p53 en los treseslaislados, se realizdé una reaccion de
PCR p53 especifica utilizando como templado 2 plladesoluciones stock de cada clon. Todos
los clones amplificaron el fragmento del tamafioeesfo. A modo de ejemplo se muestra el
resultado obtenido para el clatyp53-1.1 (Fig. 6, B).

Para estimar la ubicacion del gebB dentro del vector se utilizaron los partidoresyT3
T7, que hibridan con los promotores de las RNAmetasas T3 y T7 (en el brazo derecho e
izquierdo del vector respectivamente; Fig. 6, Aloglas las combinaciones posibles de estos
partidores con los o6ligos sentido y antisentido. M@ se obtuvieron productos de amplificacion
de tamarfio definido en este ensayo, de lo que sedeapie la sonda hibrida con la parte central
del inserto. Este tiene un largo total de ~14 kbyraelo que los productos de amplificacion
esperados serian muy grandes para ser amplificdeke el comienzo del inserto hasta los

partidores especificos.
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Segmento reermplazado par el inserto
Férdida del sitio de restriccion para Scoll
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Figura 6: Confirmacion por PCR de la presencia dejenp53 en los cloneatyp53. (A) Mapa
del vectorAFixIl. Se destacan sitios de hibridacion de logasiT3 y T7 y fragmento del vector
reemplazado por el inserto al generarse un recantsn (B) Producto de amplificacion p53
especifico en gel de agarosa 1% tefiido con brorderetidio. Carril 1: estdndar de peso
molecular DNAA/Hindlll; carril 2: DNA templadoityp53-1.1; carril 3: sin DNA templado;

carril 4: control positivo con DNA templado ptypas
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4.3.2. Determinacion del tamafio del inserto en latonesAtyp53

Se extrajo DNA de las soluciones stock de cada xtgp53 y se digirié corNotl, que
libera el inserto sin digerir el vector en otrasosi. Los productos de la digestion se fraccionaron
un gel de agarosa al 0,8%, donde el inserto lilbeeghirece como una banda entre las bandas
correspondientes a los brazos del vector (brazoieedp de 20 kb y brazo derecho de 9 kb)
(Fig. 7). A partir de una curva de calibracion d¢amda con el estandar se determind que el

inserto tiene un tamano de aproximadamente 14 kbdas los clones (Fig. 8).

4.3.3. Caracterizacion de los clonegyp53 realizando digestiones con enzimas de

restriccion

Los clones portadores del geb3 fueron digeridos corsstl, Notl, Sall y EcoRI por
separado (Fig. 9, Ay B) y por digestiones dobl@aslmnandoEcoR| con Sstl y con Sall (Fig. 9,
B). Se obtuvo el mismo patron de bandas para éssdiones en este ensayo. El tamafio de las
bandas obtenidas (Tabla 1) se calculé construyemdo curva de calibracion en base a la
migracion y al tamafio de las bandas del estandaamafio molecular DNA/Hindlll. Se

obtuvo el mismo tamafio de bandas para todos logsltyp53.
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pb
23.130 . ' | ¢— Brazo izquierdo (~20 kb)
| ¢— Inserto (~14 kb)
9.416 4— Brazo derecho (~9 kb)
6.557
4.361

Figura 7: Determinacion del tamafo del inserto deds clonesityp53. Fraccionamiento
electroforético de productos de digestion en undgehgarosa al 0,8% tefiido con bromuro de

etidio. Carril 1: estandar de peso molecular DNKAindlll; carril 2: DNA Atyp53-1.1Natl; carril

3: DNA Atyp53-1.2Notl.
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Figura 8: Curva de calibracién para el célculo detamafio del inserto de los clonektyp53.
El tamafio del inserto se obtuvo por interpolaciBf (nserto = 0,43e la curva construida a
partir del logaritmo del tamafio (en pares de bgdssy RF (migraciéon banda [cm]/4 cm) de las

bandas del estandar de peso molecular RNANdIII.
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A)
pb Brazos
23.13 del

9.416— vector e

6.557— inserto
liberado

2.322—

2.027—

Figura 9: Analisis de los recombinanteatyp53 por digestiébn con enzimas de restriccion.
Fraccionamientos electroforéticos en geles de agaab 1% tefiidos con bromuro de etidio.
Carril 1 en (A) y (B): estandar de peso molecul&ADA/Hindlll. (A) Digestiones DNAAtyp53-
1.1. Carril 2:Notl; carril 3: Sall; carril 4: EcoRI. (B) Digestiones DNA\typ53-3.1. Carril 25stl;

carril 3: Sstl/EcoRl; carril 4:EcoRlI; carril 5: Sall/EcoRlI; carril 6:all.
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Tabla 1: Tamafio de los fragmentos obtenidos digiriendo WIADdel clon Atyp53-3.1 con

distintas enzimas de restriccion.

Banda RF* log pb Tamaiio (pb)

Sstl 1 0,35 3,2947 1.970
Sstl 2 0,40 3,2039 1.600
Sstl/EcoRI 1 0,39 3,2220 1.670
Sstl/EcoRI 2 0,40 3,2039 1.600
Sstl/EcoRI 3 0,56 2,9132 820

EcoRl 0,49 3,0404 1.100
Sall/EcoRI 1 0,40 3,2039 1.600
Sall/EcoR| 2 0,49 3,0404 1.100

* RF= migracion (cm)/4 cm
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4.3.4. Clonacién y secuenciacion de un fragmentolddgon Atyp53-1.1 obtenido por digestion

doble con las enzimas de restriccidcoR| y Sacl

El DNA del clonAtyp53-1.1, digerido simultdneamente décoRI| y Sacl, fue ligado al
vector pBluescript. Se obtuvieron 5 colonias: ulzeta (subclon 1) y 4 azules (subclones 2 — 5)
a las cuales se les extrajo DNA plasmidial. Estedig@io con las enzimag&coRI y Sacl,
determinandose que solo los subclones 1y 2 partabanserto (Fig. 10).

El subclon 1 contenia un fragmento de ~1000 pb,uel ¢ libera al digerir sélo con
EcoRI. Al digerir el subclon 1 con las enzimasoRI y Sacl simultaneamente el inserto se divide
en dos fragmentos, de ~630 pb y de ~250 pb. Estoamglie no se trata de un clon portador de
un inserto de interés, ya que no se libera intalcttigerir conEcoRI y Sacl.

El subclon 2 contiene un inserto de ~1600 pb qukbeea al digerir simultdaneamente
con las enzima&coRI| y Sacl, coincidiendo con el tamafio de una de las baotienidas al
digerir el clonAtyp53-1.1 con las mismas enzimas. Esto sugierestjireserto corresponde a un
fragmento del cloityp53-1.1.

A los subclones 1y 2 se les asigno los nombrgs5ptyn Y ptyp53 600 respectivamente,
segun el tamafio de sus insertos. Del clon ptygpsSe obtuvo la secuencia nucleotidica de un
fragmento pequefio del inserto, lo que comprobdsguieata de un fragmento de la regién 3’ no

traducida del gep53. La obtencion de la secuencia completa del inggntoesta pendiente.
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Vector linearizado
~ 1600 pb

~ 1000 pb
~ 630 pb

~ 250 pb

Figura 10: Caracterizacion de los subclones ptyp53Liberacion de los insertos de los
subclones obtenidos en el vector pBluescript ycfoaamiento electroforético en un gel de
agarosa al 1%. Carril 1: estandar de peso moleBWN A/Hindlll; carril 2: DNA subclon 1 sin

digerir; carriles 3-7: DNA subclones 1E50RI/Sacl; carril 8: DNA subclon JcoRl.
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4.3.5. Construccion de un mapa fisico parcial dedaclonesityp53 por andlisis de Southern

blot

El DNA de los cloneatyp53 digerido y fraccionado en geles de agarosdransferido a
membranas de nitrocelulosa mediante la técnicadé8rn blot.

En los tres clones se obtuvo el mismo resultadobaidar las membranas con el DNA de
las digestiones dobles con la misma sonda utilizadel rastreo de la biblioteca genémiaZ-
dCTP-ptyp53s0). No se observo hibridacion de la sonda con lagrfrentos de restriccion
pequefios, pero si en la zona superior de la memlatamde se encuentran las bandas de gran
tamano, correspondientes a los brazos del vectarly parte principal del inserto. En las
digestiones donde estan presentes las enz8asy Sall la sonda hibrida con el fragmento
correspondiente al inserto liberado. En la digestionEcoRI el inserto queda adherido al brazo
derecho del vector, lo que se deduce por el mayoafio comparativo de esa banda (Fig. 11).

Otras membranas se hibridaron con el fragmento d600-1pb obtenido por
subclonamiento, el que fue purificado y marcado &h (sondaa®’P-dCTP-ptyp5&0a). Se
determiné que dicho fragmento corresponde a laddrd-1670 pb generada por la digestion del
clon Atyp53-1.1 conEcoRI y Sacl simultaneamente. En las demés digestiones laasbittida
con los siguientes fragmentos (Fig. 12):

- Sacl: ~1970 pb
- EcoRl y Sll: ~1600 pb e inserto
- Sl inserto

- EcoRl: inserto adherido a uno de los brazos del vector
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B) 1 2 3 4 5 6

Inserto liberado
“‘ * <«— o adherido a los
brazos del

vector

Figura 11: Analisis por Southern blot del recombinate Atyp53-3.1. (A) Fraccionamiento
electroforético en gel de agarosa al 1% que digearia la membrana utilizada en (B). (B)
Andlisis por Southern blot de las digestiones amireas de restriccion del cloviyp53-3.1 con
la sondaa®’P-dCTP-ptyp53, Carril 1: estandar de peso molecular DNAindlll; carril 2:
Sstl; carril 3: Sstl/EcoRlI; carril 4: EcoRI; carril 5: Sall/EcoRI; carril 6: Sall. Tiempo de

exposicion: 24 horas.
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Como el inserto tiene un tamafo de ~14 kb probabiarse generan los fragmentos que
se observan en el gel de agarosa y quizas ot@s@tos muy pequefios para que el fragmento
restante sea lo suficientemente grande para gemeadbanda a la altura de los brazos del vector
o entre ellos. Ademas se sabe que la banda de plO@fducida por digestion c@acl y que
hibrida con la sonda*’P-dCTP-ptyp520 tiene un sitio de corte paBroR| ya que desaparece
al digerir conSacl y EcoRI simultdneamente. En esa digestion se generanuena banda de
~1670 pb, la que también hibrida con la sood#®-dCTP-ptyp5&0s sugiriendo que ese es el
fragmento que dio origen a la sonda. Al digerirdtzmes simultaneamenten EcoRI y Sall, la
sonda hibrida tanto con el fragmento de ~1600 pbocoom el resto del inserto liberado y que
esta a la altura de los brazos del vector. Estemaigque el fragmento utilizado como sonda tiene
un sitio de corte pargall.

Por las secuencias nucleotidicas parciales deldogegityp53, se sabe que en ellos esta
presente parte del exdn 6, el intron 6 y parteedéh 7 (secuencia correspondiente a la sonda
a*’P-dCTP-ptyp5ao utilizada para el rastreo de la biblioteca gené@mniddeméas se sabe que
contienen una parte de la regién 3' no traducidas@gnte en la sonde?P-dCTP-ptyp5300).

Con estos datos mas la informacion obtenida enaludisis por Southern blot y con la
informacion de que eml. musculus el genp53 tiene un tamafo aproximado de 12 kb se

construyo un mapa fisico parcial de los clokigp53 (Fig. 13).
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Inserto liberado o
adherido a los
brazos del vector

Fragmentos de
restriccion

RNA

Figura 12: Analisis por Southern blot con la sond¥P-dCTP-ptyp53q0 de digestiones del
DNA Atyp53-3.1 con enzimas de restriccion. Carrisdi; carril 2: EcoRI/Sstl; carril 3: EcoRl,

carril 4: EcoRI/Sall; carril 5: Sall. Tiempo de exposicion: 6 hrs.
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Brazo izquierdo (20 kb) Inserto (14 kh)

Brazo derecho (9 kb)

Fragmento ~1970 ph digestién Sacl
Fragmento ~1670 pb digestion EcoRl/Sacl
Fragmento ~1600 ph digestion EcoRl/Saill
Fragmento ~1100 pb digestion EcoRI
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Figura 13: Mapa fisico parcial de los recombinanteatyp53. El mapa fisico parcial revelado

con las sondas exén 6—ex6n?P-dCTP-ptyp530 Y 3'UTR (a**P-dCTP-ptyp5&0q indica

que el inserto abarca todo el gen p53 (linea pdaje&inea negra: secuencia parcial del g&h
deT. barrerae; cajas: exones parciales; lineas rayadas: soktlasolor se indican los sitios de

restriccion determinados por analisis por Souttigdat en la region cercana al brazo izquierdo

del vector.
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4.4. Obtencion de lineas celulares estables Tgmpanoctomys barrerae

4.4.1. Cultivo primario

Para establecer un cultivo primario se envid éhpa del animal #1755 M.H.G (hembra)
y de un feto de la misma hembra al Instituto derdbmlogia e Higiene de la Universidad de
Regensburg, Alemania. Al cabo de una semana dea@womenzaron a crecer fibroblastos a
partir de los explantes, prosperando soOlo una egudkaccion de ellos. Algunos de estos
fibroblastos sufrieron una transformacion esporaaneomenzaron a proliferar, generando una
linea celular que recibié el nombre de TBL. Estorped almacenar células en nitrégeno liquido

para ensayos posteriores de transfeccion de géeatssy

4.4.2. Transformacion decélulas eucaridticas

Se realizaron dos ensayos de transfeccion comgeswton distintas combinaciones de
genes del adenovirus tipo 5 (E1A, E1B, E4orf6), ebgen “large T antigen” del virus SV40 y el
gen gue codifica para la proteina fluorescenteevé@&FP) (Tabla 2).

En el primer ensayo de transfeccion, mediante élodo del fosfato de calcio, se
utilizaron sélo las células de la linea celular TBA transfeccion con el gen GFP se realizé para
determinar la eficiencia de transfeccién, la queriwy baja para el método del fosfato de calcio.
Al tercer dia de transfeccion sdélo se vieron bajoroscopio 2 células verdes fluorescentes por
placa de crecimiento casi confluente. A pesar teresultado se obtuvieron 8 lineas celulares de

este ensayo: 4 mono- y 4 policlonales (Tabla 3).
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Tabla 2: DNA plasmidial utilizado para diferentes ensayegrdnsfeccion.

Plasmidio (ug) Ndmero de Ensayo

1 2 3 4 5 6 7
EGFP
PcDNA3-SV40 LagreT Antigen 25 5
ppG-S2-TNEX6* 5 5 5
pcDNA3-E4orf6 25 5
pCMV-E1A 12s 3

*TNEX6 corresponde a la region E1 completa delnagigus tipo 5, por lo que contiene los

genes E1Ay E1B.
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Tabla 3. Genes transfectados y lineas celulares obtenides gada transfeccion del primer

ensayo.
Transfeccion N° Genes (cantidad plasmidio) Policlaal Monoclonales
1 EGFP (5 ug) - -
2 SV40 Large T Antigen (2,5 ug) - -
3 SV40 Large T Antigen (5 pg) - -
4 E1A-E1B (5 pug) TBL1-4 TBL1-4l, 411l y 41V
5 E1A-E1B (5 pg), E4orf6 (2,5 ug) TBL1-5 -
6 E1A-E1B (5 pg), E4orf6 (5 ug) TBL1-6 -
7 E1A (3 pg) TBL1-7 TBL1-7I
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Para aumentar la eficiencia de transfeccion s@dojo el gen GFP en células TBL
utilizando otros dos métodos ademas del fosfatoattdo: DMRIE-C y Lipofectamin 2000. En
cada placa de crecimiento casi confluente se aomfaajo microscopio las células verdes de 9
campos con el aumento 10X. En promedio se obseradcélula verde fluorescente por campo
en la placa transfectada con fosfato de calcicgl@las en la transfectada con DMRIE-C y 14
células en la transfectada con Lipofectamin 20@0e0gio el método de la lipofectamina para
el segundo ensayo de transfeccion, para el cuatilsgaron células TBL y de feto. De este
segundo ensayo de transfeccion se obtuvieron 2adimonoclonales y 9 policlonales (Tabla 4),
debido a que el método que utiliza lipofectaminadauser hasta 80 veces mas eficiente que el

del fosfato de calcio (Felgner y col, 1987).
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Tabla 4: Genes transfectados y lineas celulares obtenidies qgada transfeccion del segundo

ensayo.

Tipo celular|N° Ensayg Genes (cantidad plasmidio) | Policlonal Monoclonales
TBL 1 EGFP (5 pg) - -
TBL 2 SV40 Large T Antigen (2,5 pg TBL2-P -
TBL 3 SV40 Large T Antigen (5 pg) TBL2-B -
TBL 4 E1A-E1B (5 pg) TBL2-4] TBL2-4l1l, 411l y 41V
TBL 5 E1A-E1B (5 pg), E4orf6 (2,5 pjgIBL2-5 |TBL2-511y 5l
TBL 6 E1A-E1B (5 pg), Edorfé (5 ug) TBL2-6 TBL2-6lI
TBL 7 E1A (3 ug) TBL2-7| TBL2-7Il, 71l y 7IV
Feto 1 SV40 Large T Antigen (2,5 ug) - -
Feto 2 SV40 Large T Antigen (5 pg) - -
Feto 3 E1A-E1B (5 pg) TBE-3 TBE-3|, 3ll, 3V y 3VI
Feto 4 E1A-E1B (5 pg), E4ori6 (2,5 WgITBE-4 |TBE-4ll, 4111, 41V, 4V1y 4VII
Feto 5 E1A-E1B (5 ug), E4orf6 (5 ug) - -
Feto 6 E1A (3 ug) TBE-6| TBE-6l, 61, 61V y 6VII
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4.4.3. Caracterizacion de las lineas celulares obidas

4.4.3.1. Construccion de curvas de crecimiento

Al construir las curvas de crecimiento se deteérgue las células de inmortalizacion
espontanea (TBL) se multiplican a menor velocidael las células control (BRK1 y AB120). De
estas células control, la primera se origind pamdformacion espontanea (Endter y col, 2005) y
la segunda, por transfeccion de genes adenovi(&@edter y col, 2001). Sin embargo, el
crecimiento de las células TBL es sostenido a ljasentraciones de SBF (5%), lo que avala su
transformacion espontanea (Crane, 1999) (Fig.d)a curva de crecimiento se puede deducir
ademas que el tiempo de duplicacion de las célibases de ~1,8 dias en condiciones Optimas
de espacio y de cultivo. Por ejemplo, una placksi€élulas espontaneamente inmortalizadas se
mantuvo en cultivo constante durante algunos messt® alcanzar 60 pasajes. Esto equivaldria
aproximadamente a unas 100 - 130 divisiones, cermido el tiempo de duplicacion y que los
pasajes se realizaban cada 3 - 4 dias. Una taséicaitan alta no habria sido posible con
fibroblastos no inmortalizados, ya que este tiplulae en roedores sélo resiste de 15 a 30
divisiones in vitro (Sherr y DePinho, 2000).

Al comparar el crecimiento de las células obtenidapartir de las células TBL
transfectadas con genes adenovirales de expremidprana (TBL1-4 y TBL1-7) con el de las
células TBL originales, se observé un aumento evelacidad de crecimiento de las primeras
(Fig. 15). No hubo crecimiento de células en el imedplementado con 0,1% de SBF, dado que
sélo las lineas celulares muy oncogénicas crecezsas condiciones de cultivo (Nevels y col,

1999).
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Curva de Crecimiento de los Fibroblastos de Cultive
Prim arie
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Figura 14: Curva de crecimiento de células TBL.Comparacion del crecimiento de los
fibroblastos espontaneamente transformados (TBh)et@recimiento de lineas celulares control
(BRK1 y AB120). Cada tipo celular se cultivd engmecia de 0,1 y 5% de SBF en el medio.

Tympa: células TBL.
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Curva de Crecimiento de las Lineas Celulares Obtenidas
por Transfeccion
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Figura 15: Curva de crecimiento de las células TBL-# y TBL1-7. Comparacion del
crecimiento de las lineas celulares TBL1-4 y TBLDbfitenidas por transfeccion de genes
adenovirales con el crecimiento de las células TBLtransformacion espontanea. Cada tipo
celular se cultivd en presencia de 0,1 y 5% de 8Bl medio. Tympa: células TBL, 4 poly:

células TBL1-4 y 7 poly: células TBL1-7.
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4.4.3.2. Evaluacion de la resistencia de células LB NaCl

Debido a que el habitat debarrerae es muy rico en sal (Ojeda y col, 1996), se estsidio
las células de cultivo primario tenian mayor tabera a la NaCl que otras células. Efectivamente
las células TBL con bajo nimero de pasajes (10jgmsarecen mejor en presencia de altas
concentraciones de NaCl en el medio que las cétolaisol (Fig. 16).

En efecto, las células TBL generan seis veces &latas que lo originalmente sembrado
después de 6 dias de cultivo en medio con 100%add Adicional (100 T). En contraste, las
células control so6lo duplican su numero en las ragsoondiciones (100 B). A concentraciones
mas altas de NacCl, las células control mueren &8 ldg&s (primer recuento), mientras que las
células TBL mantienen el namero original por lo wem™urante 6 dias (tiempo que duro el
ensayo) en presencia de 200% de NaCl adicional T20Das células TBL murieron cuando las
concentraciones de NaCl en el medio aumentabaf@g 300%.

Al realizar este experimento con células TBL corp@8ajes no se observé el mismo nivel

de resistencia a NaCl (resultados no mostrados).
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Resistencia a la Sal
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Figura 16: Evaluacion de la resistencia de las céas TBL a NaCl. Curva de crecimiento en
concentraciones ascendientes de NaCl en el me@® @00, 300 y 400%). Concentracion de
SBF en el medio: 5% para BRK1 y 10% para TBL. Coidi@ normal de NaCl en el medio:

0,16 M.
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4.4.3.3. Deteccion de proteinas adenovirales y pb8r inmunofluorescencia yanalisis de

Western blot

Para determinar si las lineas celulares obterpdadransfeccion de genes adenovirales
expresaban los productos de esos genes, se datpcsSencia de las proteinas EIAy E1B en las
células por inmunofluorescencia y Western blotulearon los mismos métodos para detectar
la proteina p53, cuyos niveles intracelulares sdectados por los genes adenovirales
introducidos (Endter y Dobner, 2004).

En la linea celular TBL1-4 fue posible detectar ponunofluorescencia la expresion de
la proteina adenoviral E1B (Figs. 18 y 19), acumialan un cuerpo perinuclear. También se
detectd p53 (Fig. 19), distribuida en forma simdag1B en la célula. A pesar de que esa linea
celular también contiene el gen que codifica pdrA,bo fue posible detectar su expresion por
inmunofluorescencia (Fig. 18). Sin embargo, fueiljesdetectarla con el método de Western
blot, donde se observa una baja expresion de Elodbmparacion con E1B (Fig. 20). En la linea
celular TBL1-7 se detectd la expresion de E1A tgaoinmunofluorescencia como por Western
blot (Figs. 17 y 20), siendo su distribucién difesatodo el nucleo de la célula.

Mediante Western blot se observa que la expre##op53 esta aumentada en las células
transfectadas (TBL1-4 y TBL1-7) respecto de loslas de p53 detectados en la linea TBL de

inmortalizacion espontanea (Fig. 21).
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DAPI E1A

Figura 17: Deteccion de la proteina adenoviral E1A en ladiwelular TBL1-7 utilizando
inmunofluorescencia. Anticuerpo primario M73 (alBfiA de raton) y secundario IgG anti-raton

conjugado con Texas red (dilucion 1:100). Magndiw260 veces.



DAPI E1A

DAPI E1B SupEsizion

Figura 18: Deteccion de las proteinas adenovirales E1A y EhBa linea celular TBL1-4
utilizando inmunofluorescencia. Anticuerpos priroarianti-E1A de ratén (M73) y anti-E1B de
rata (2A6). Anticuerpos secundarios IgG anti-rat@mjugado con Texas red e IgG anti-rata

conjugado con FITC (dilucién 1:100). Magnificadd26eces.
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DAPI E1B p53 Superposicion

Figura 19: Deteccion de la proteina adenoviral E1B y de p53aetinea celular TBL1-4

utilizando inmunofluorescencia. Anticuerpos priroarianti-E1B de rata (2A6) y anti-p53 de
raton (Pab421, dilucion 1:10). Anticuerpos secuiodalgG anti-rata conjugado con Texas red e

IgG anti-raton conjugado con FITC (dilucion 1:10@agnificado 225 veces.



TBL TBL-7 TBL1-4

E1B

Figura 20: Deteccidn de las proteinas adenovirales E1A y &1 s lineas celulares TBL,

TBL1-4 Y TBL1-7 por Western blot.
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Figura 21: Deteccion de p53 en las lineas celulares TBL, FBIITBL1-7 por Western blot.
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4.4.3.4. Documentacion de la morfologia celular

La morfologia de las células TBL, TBL1-4 y TBL1-Ghservada mediante microscopia
de contraste de fases, indica que las células TBhtienen la forma de fibroblastos normales
(Fig. 22-A), lo que no ocurre con las células tfacmdas con los genes adenovirales de
expresion temprana. Las células TBL1-7, transfectablo con E1A, conservan una morfologia
mas parecida a la original. Sin embargo, entrecéhslas alargadas similares a fibroblastos se
observan células redondeadas, producto de la inhzation y transformacion parcial producida
por E1A (Fig. 22-B) (Endter y Dobner, 2004).

Las células TBL1-4 muestran una morfologia totalt@ediferente a la original,
observandose células irregulares de tamafo vawyatlgltinucleadas gigantes (Fig. 22-C). Estos
efectos son producto de la transformacion completarida con estas células gracias a la accion

conjunta de las proteinas adenovirales E1A y EIB5Endter y Dobner, 2004).
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Figura 22: Documentaciéon de la morfologia de las células TB), TBL1-7 (B) y TBL1-4 (C).
Fotografias tomadas en microscopio de contrasfas#s. Magnificacion: (A) 115 veces, (B) y

(C) 15 veces.
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4.5. Obtencion de placas metafasicas de célulasaldtivo

Para obtener cromosomas de las lineas celuladigideron las células de una placa que
presentaba crecimiento confluente en tres placasasy las que se incubaron hasta obtener un
60% de confluencia (aproximadamente 2 dias) (RY.l2uego se agrego colchicina al medio de
cultivo, se incubaron las células de 2 a 3 horas este compuesto y se prepararon los
cromosomas. Al observar las preparaciones al nuops en el aumento menor (10X) se
aprecian aproximadamente 10 placas metafasicasapgwo. La obtencién de cromosomas con el
tamano ideal para los diferentes estudios citogm®ly moleculares a realizar se puede ajustar
cambiando el tiempo de incubacién de las célulascotchicina. Por lo expuesto anteriormente,
este procedimiento permite obtener en un cortoptenmna gran cantidad de cromosomas de
buena calidad. Este rendimiento es Optimo paradiestwe citogenética molecular, dado que se

requiere gran cantidad de material para lograr dsiegsultados.



Figura 23: Placa metafasica obtenida de células de cultivogsio deT. barrerae

74



75

5. DISCUSION

La poliploidizacion y la duplicacion génica se ddesan eventos fundamentales en la
evolucion de los organismos desde que Ohno pulliearel afio 1970 el libro “Evolution by
gene duplication” (Spring, 2002). Ohno postula Qakrian ocurrido dos rondas de duplicaciones
genomicas en etapas tempranas de la evoluciorsdesttebrados (David y col, 2003; Furlong y
Holland, 2001; Seoighe, 2003), teoria que en laaddad, mas de 30 afios después de su
publicacion, es ampliamente aceptada (Holland, 1999

La principal contribucion de la duplicacion génacéa evolucion es que provee de nuevo
material genético que puede ser modificado por cmtas, deriva y seleccion, sin desventajas
para el organismo, resultando en genes con funcionevas o mas especializadas (Taylor y
Raes, 2004; Zhang, 2003). Sin duplicacion génical#sticidad adaptativa de genomas o
especies seria muy limitada debido a la existedeiano mas de dos variantes o alelos en
cualquier locus en un individuo diploide (Zhang02D

En genes recientemente duplicados, la selecciompaygene la aparicion de mutaciones
esta relajada (Otto y Whitton, 2000; Rodin y Rig2803). Esto permite que el destino de los
genes duplicados finalice en (i) pseudogenizacidérdida del gen por acumulacion de
mutaciones deletéreas, (ii) conservacién de laidmnenediante evolucion concertada para
aumentar los niveles de proteina o RNA produci¢idy,subfuncionalizacién: particion de las
funciones del gen original en las dos copias gelasrduego de la duplicacién o expresion
diferencial de las copias segun tejido o estado ddarrollo y (iv) neofuncionalizacion:
adquisicién de una nueva funcion por mutacioneefi@osas (Taylor y Raes, 2004; Teshima y

Innan, 2004; Wolfe, 2001; Zhang, 2003).
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El destino mas frecuente de los genes duplicadda & pseudogenizacion, lo que
ocurriria en mas de un 90% de los casos (RodinggsRi2003). Sin embargo, el analisis de
poliploides antiguos sugiere que en realidad seserwa una mayor proporcion de los genes
duplicados y por un mayor periodo de tiempo queréalicho con anterioridad (Otto y Whitton,
2000; Roddin y Riggs, 2003). Recientemente se bautiéerto que en un primer momento parece
ocurrir con mayor frecuencia una subfuncionalizacen los genes duplicados, proceso que
podria verse favorecido por silenciamiento epigeaéflLiu y Wendel, 2003; Rodin y Riggs,
2003). Este fenomeno se ha visto en genes duplcgde se expresan en forma diferencial
dependiendo del tejido o del estado de desarr®lodih y Riggs, 2003), asi como en la
produccion de genomas altamente diploidizados ganismos poliploides (Comai, 2005; Liu y
Wendel, 2003; Rodin y Riggs, 2003; Soltis y Solti@95).

Se ha reportado ademas el crecimiento de la redgigacion génica por duplicacion de
genes que codifican para factores de transcripgénes blanco o de ambos, de tal forma que se
pueden establecer sofisticadas regulaciones dgplesdén génica (Teichmann y Babu, 2004;
Zhang, 2003). Sin embargo, la expresion génicaolud® un evento de duplicacion no sélo
dependeria de la red de regulacion, sino ademda éstructura local de la cromatina, que se
modifica al haber mayor cantidad de DNA de lo ndremael nucleo (Liu y Wendel, 2003; Zhang
y col, 2004).

El descubrimiento de una especie de mamifero tetdmp natural como lo es
Tympanoctomys barrerae (Gallardo y col, 1999), entrega una herramientaaipara estudiar si
en un mamifero con el genoma duplicado ocurre on@ia reorganizacion del genoma luego del
evento de duplicaciébn, como ocurre en poliploidegetales (Ozkan et al, 2001). En éstos

ocurren cambios estructurales en genes y cromosotoaso también modificaciones en la
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regulacion de la expresion génica. Ademas se hectdelo amplificacion o eliminacion de
secuencias especificas e intercambio de secuesrtiigs|os genomas que se unieron en el caso
de un alopoliploide (Adams y Wendel, 2005).

El genp53 es fundamental en la regulacion del ciclo celuleparacion de dafio en el
DNA y mantencion de la estabilidad gendmica (Fij) @€howdhury y col, 2006; Chumakov,
2000; Song, 2005). Dado que en la etapa de esimid@to de un poliploide su genoma pasa por
un periodo de inestabilidad debido a grandes nuadibnes y reordenamientos (Adams y
Wendel, 2005; Ozkan y col, 2001; Storchova y c006), se puede inferir que p53 jugaria un rol
fundamental en el proceso de establecimiento gmliploide animal.

Al respecto, se ha propuesto la participacion degrbun punto de control de tetraploidia,
el que detendria el ciclo celular en la fase Glcé@unlas en que haya fallado la citoquinesis
(Andreassen y col, 2001). Sin embargo, la existedei este punto de control de tetraploidia ha
sido cuestionada (Uetake y Sluder, 2004; Wong srS$e 2005) debido a la existencia natural de
animales y de ciertos tipos celulares poliploidgtsikenberg, 2004). A pesar de lo anterior, no se
puede desconocer la participacion de p53 en prevanaparicion de células poliploides en
cultivo in vitro, ya que en diversos estudios la incidencia deploidiia es muchisimo mayor en
células carentes de p53 que en células donde paesetividad normal (Fujiwara, 2005; Shi y
King, 2005; Stukenberg, 2004). A pesar de lo aoteta participacion de p53 en monitorear
eventos de poliploidizacién in vivo aun debe semficmada (Stukenberg, 2004), siendo muy
interesante el estudio de esta proteina en uneiespeliploide natural como el roeddr

barrerae.
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Figura 24: Participacion de p53 en la regulacion del cicllulee. Frente a dafios en el DNA se
activa p53 y, mediante la regulacién de la expred® genes especificos, detiene el ciclo celular
promoviendo la reparacion del DNA. p21 bloqueardagcripcion de enzimas necesarias para
sintesis de DNA y activacibn de complejos de repiiin. GADD45-PCNA reduce la
procesividad de la DNA polimerasa bloqueando laesis de DNA. 14-33 bloquea la
activacion del complejo Ciclina B-Cdc2, detenienglociclo celular en la transicion oM

(adaptado de Hartl y Jones, 2005).
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La caracterizacion parcial del ggb3 en T. barrerae incluyo la amplificacion de un
fragmento del gen y su utilizacion como sonda pastrear la biblioteca gendmica, aislandose
fagos recombinantes portadores del ge& completo o parte de él como inserto. Lo anterior
permitira el analisis futuro de secuencias y laeeinacion del nimero de alelos del g&3
presentes en la especie.

El mapa fisico de los recombinantes se construgirieindo el DNA con diferentes
enzimas de restriccion y analizandolo por Soutlhéoh En todos los clones se obtuvo el mismo
patrén de bandas, el mismo tamafio de inserto yisshapatrén de hibridacion con las sondas
utilizadas. Esto sugiere que todos los clones podrorresponder al mismo fago recombinante.
Sin embargo, los clones aislados podrian portdosattiferentes del gep53, a pesar de que la
metodologia utilizada no lo demuestre. En este sastealizaron digestiones con enzimas de
restriccion, las que sélo generarian un patron aledds distinto si las diferencias entre las
secuencias nucleotidicas de los clones modificaram de los sitios de restriccion para las
enzimas utilizadas (Lodish y col, 2005). Para deiear si efectivamente hay mas de un alelo del
gen p53 presente en los clones aislados es necesario camiga secuencias nucleotidicas
completas de sus insertos.

Al subclonar uno de los fragmentos generados fg@stion con enzimas de restriccion y
analizar parte de su secuencia, se comprobé girataba de un fragmento correspondiente a la
region 3’ no traducida del ggb3. Esto indicaria que todos los clones contienemetos la
region del gen comprendida entre el exén 6 y ekexd 3’ del gen. Esta informacién, sumada a
la ubicacion central dentro del inserto de la negi@mprendida entre los exones 6 y 7 y la
longitud del inserto, podrian indicar que los reborantes aislados contienen el gen completo o

por lo menos la region codificante completa. Esiferencia se apoya en que tanto en
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M. musculus como en humanos el primer exon del gé8 es no codificante y el primer intron
tiene un tamafo de ~6 y ~10 kb respectivamente (Biexat, 1984; Bienz-Tadmore et al, 1985;
Reisman y col, 1988). Esta suposicion es valida sioél gerp53 deT. barrerae tiene un tamafo
similar al gerp53 deM. musculus, que abarca aproximadamente 12 kb (Bienz y c@4)119

El aislamiento y la caracterizacion de los clongg53 provee de material para la
preparacion de sondas homologas para detectamedrolde alelos del ggb3 enT. barrerae
por andlisis de FISH (fluorescence in situ hybatian). La efectividad de utilizar sondas para
FISH preparadas a partir de fagos recombinantefugademostrada con anterioridad en el
estudio que logré confirmar la duplicacion del gtoxc8 enT. barrerae (Gallardo y col, 2006).
Ademas de la obtencién de la sonda, el otro pasoacpara poder realizar analisis de FISH es la
obtencion de buenas placas metafasicas (Schwarzateteslop-Harrison, 2000). Al respecto, se
obtuvieron excelentes resultados gracias al esiafiknto de las lineas celularesdearrerae.
El andlisis por FISH del numero de alelos del g8 presentes en las células Tebarrerae
permitira determinar si se han mantenido las cuatpmas del gep53 después del proceso de
diploidizacién que ha ocurrido en su genoma (Gaddleet al, 2006). Ademas, el analisis de las
secuencias de los recombinantes aislados no sgtotpa determinar si entre ellos se encuentra
mas de un alelo del gg1%3, sino también analizar la estructura intronicagnéca del gen. Si el
gen estuviera completo, la presencia de la regidmRraducida permitiria analizar la regién
promotora del gen para estudiar como es regulattarsscripcion y establecer asi comparaciones
con mamiferos diploides.

Es conocido que las especies poliploides suelar ttha mayor capacidad de adaptacion
al ambiente de lo que se observa en sus progenittpides. Esta observacion se basa en el

hecho que su mayor heterocigocidad y flexibilidadtahdlica les confieren tolerancia a un
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espectro mas amplio de condiciones ambientales §Oi¢hitton, 2000; Ozkan y col, 2001). Esta
mayor tolerancia ambiental parece ser también s daT. barrerae, especialista del desierto
muy bien adaptado a consumir grandes cantidadsal @ su dieta, dado que habita en salares y
dunas del centro-oeste de Argentina (Diaz y cdl02@jeda et al, 1999).

El aumento de los niveles de NaCl en el medio dévoude célulasin vitro causa
detencion del crecimiento debido al aumento dexf@esion de proteinas inducidas por p53,
sugiriendo su activacion en respuesta a estréstmsn{@®mitrieva y col, 2000). Ademas se ha
comprobado que el aumento de NaCl en el medio hastaosmolaridad de 600 mosm/kg
incrementa los niveles intracelulares de p53 yuestado fosforilado, el que ejerce un efecto
protector. A mayores niveles de osmolaridad p53a&aypoptosis (Dmitrieva y col, 2000; Friis y
col, 2005). La activacion de p53 al someter céldasstrés osmotico se deberia a que la
hipertonicidad induce rupturas en la doble hebraDd&\, desencadenando los procesos de
reparacion de éste (Wang y col, 2005).

El estudio de la tolerancia osmotica de las céldeg. barrerae confirmd que éstas
tienen una mayor tolerancia a la sal que las ®latmtrol. La capacidad de adaptarse a un
ambiente salino podria estar relacionada con sdicon de tetraploide como ha sido reportado
para diferentes especies vegetales (Otto y Whi2680; Ozkan y col, 2001). Sin embargo, al
repetir el experimento de resistencia a NaCl cdalag con un mayor nimero de pasajes, no se
obtuvo el mismo nivel de resistencia. Esto se dplbablemente a la adaptacion de las células a
las condiciones de cultivin vitro y a su mayor lejania de las células originales limeas
celulares transformadas pierden varias caractasstie las células de cultivo primario de las que
derivan, debido a alteraciones fenotipicas y fumalies producidas por los continuos pasajes

vitro (Crane, 1999; Zimmermann, y col, 2001).
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Para realizar el estudio mencionado anteriorment riecesario establecer lineas
celulares de este roedor. La transfeccion de &hgacultivo primario con genes de expresion
temprana del adenovirus tipo 5, especificamentdaderegiones E1A y E1B, produce la
inmortalizacion de las células y su transforma@arcélulas con potencial oncogénico (Endter y
Dobner, 2004). Este mismo efecto se logra por feansn del gen que codifica para la proteina
“large T antigen” del virus SV40 (DeAngelis y cd006; Borges y DeCaprio, 2006). En
comparacion con células de cultivo primario, laswdis celulares inmortales tienen bastantes
ventajas: (i) pueden soportar continuos pasajggro, (i) no es necesario volver al sacrificio de
animales como fuente de células ni de tejido, §ah clonales, por lo que son relativamente
homogéneas en fenotipo y genotipo, exhibiendo pdzmles estables que favorecen la
reproducibilidad de los experimentos y (iv) puedenalmacenadas por varios afios en nitrégeno
liquido, estando disponibles en grandes cantidddeso de un corto periodo de tiempo después
de descongeladas (Crane, 1999).

En algunas especies, como por ejemplo en ratomes,proporcién de las células de
cultivo primario (usualmente fibroblastos) se puédlansformar” espontdneamente, creciendo
mas rapido y transformandose en el tipo celularidante (Christman y col, 2006; Crane, 1999).
Estas células se pueden cultivar infinitamenteumlgn la capacidad de crecer en medio con
bajo contenido de suero bovino fetal (SBF, apaatdores de crecimiento) y son consideradas
inmortales (Crane, 1999). La transformacion espw#éde algunas de las células de cultivo
primario se evidencidé por un aumento en la velatida crecimiento de las células y por la
adquisicién de la capacidad de crecer en preseleciaenores concentraciones de SBF en el
medio (5%) que las células originales (20%). Ahbktcer un cultivo primario frecuentemente se

suplementa el medio de cultivo con una cantida@BE alta, cercana al 20% p/v, mientras que
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las lineas celulares estables se cultivan en miesde 5 — 10% p/v de SBF (Bian y col, 2005;
Pérez-Reyes y col, 1992).

A pesar del aumento en la velocidad de crecimidettas células de cultivo primario, no
habia certeza de la transformacion espontaneaje/#éag celulas podrian detener su ciclo celular
entrando la etapa de senescencia replicativa, cotnore después de un cierto namero de
duplicacionesn vitro (Bian y col, 2005; Goldstein, 1990). Por esta nazé llevd a cabo la
transfeccion de estas células con genes viraleg, geegurar la obtencion de lineas celulares
inmortales.

Durante el proceso de transformacion oncogénicaoquee en células transfectadas con
genes adenovirales la expresion del gen E1A tiem®luesencial, pero, sin la co-transfeccion de
E1B, produce solamente inmortalizacion y transfaigra parcial de las células (Endter y col,
2001). Esto se evidencia porque las células cracaenor velocidad que células completamente
transformadas, no alcanzan grandes densidadesden@nto y rara vez producen tumores en
animales (Nevels y col, 1999). Las propiedadesstommantes de E1A se deben a que induce la
sintesis de DNA vy la proliferacién celular al irtetuar con reguladores clave de la transcripcion,
ciclo celular, apoptosis y degradaciéon de proteyna®dular su funcion (Endter y Dobner, 2004;
Nevels y col, 1999). Paraddjicamente, por las fumes antes descritas de E1A, los productos de
este gen también estimulan la apoptosis y la dgteni! ciclo celular al estabilizar a la proteina
p53 e inhibir su degradacion en el proteosoma @ndtol, 2005). Estos efectos proapoptoticos
y de detencién del ciclo celular son contrarrestagor los productos del gen E1B, los que no
tienen capacidad transformante por si solos, pantoja E1A producen la transformacién
completa de las células (Endter y col, 2005; Neyelsol, 1999). E1B 55-kDa, uno de los

productos del gen E1B, actia como un represordrigeonal dirigido a promotores activados
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por p53 al unirse y bloquear a este factor de trgmson (Fig. 25) (Endter y Dobner, 2004;

Nevels y col, 1999). El grado de transformacion lde células transfectadas con genes
adenovirales se evidencia ademas por el cambio aiologia con respecto a las células
originales, asociandose la transformacion completdas células a un cambio evidente en la
morfologia, mientras que la transformacion parcr@ntiene caracteristicas similares a las
originales (Nevels y col, 1999).

Los resultados obtenidos en el presente estudicueodan con lo expuesto anteriormente
en relacion a los efectos que produce en las sétuaransfeccion con genes adenovirales. Al
respecto, se comprobd que las lineas celularegaglse efectivamente expresan las proteinas
codificadas por las regiones de expresion tempidahadenovirus tipo 5 transfectadas, siendo su
localizacion la esperada. Ademas se observé un rdomen la velocidad de crecimiento
proporcional al grado de transformacion, el quebiém se relacioné con cambios en la
morfologia celular.

Una de las modificaciones frecuentes que ocurre lasncélulas transformadas tanto
espontanea- como artificialmente, es el cambio acamplemento cromosémico anormal o
aneuploidia (Crane, 1999; Walen, 2002). Este pmessconsecuencia de los defectos en los
puntos de control del ciclo celular, los que peemita transformacién celular. Estos procesos
favorecen la aparicion de células multinucleadas, due luego se dividen generando células
aneuploides (Walen, 2002). Al igual que en las laéltransformadam vitro, la aparicion de
aberraciones cromosomicas y de células aneuplesiema caracteristica de la mayoria de los
tumores cancerigenos, lo que se debe a que etodasiellos hay alteraciones del ciclo celular

por mutaciones en la proteina p53 (Duensing y Dogn8005; Stukeberg, 2004).
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Figura 25: Participacion de las proteinas adenovirales E1A 1B Een los procesos de

inmortalizacién y transformacion celular. Flecheomueve, lineas perpendiculares: bloguea.
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Para determinar si las lineas celulares Tdebarrerae habian sufrido este tipo de
modificacion, se prepararon placas metafasicascps® el nUmero de cromosomas presente en
las células. No se detectaron alteraciones enmeplemnento cromosomico normal (2n = 102) en
ninguna de las lineas celulares analizadas, longugquiere decir que no puedan ocurrir en el
futuro, ya que estos errores se manifiestan al enantlas células en cultivo durante un tiempo
prolongado (Walen, 2002).

Para comprobar si las proteinas adenovirales eagimespor las lineas celulares Te
barrerae se comportan como en lineas celulares de anirdgdkesdes, se estudiaron los niveles y
la localizacion de p53 en estas células. Se detectaiveles mucho mayores de p53 en las
células transfectadas que en las originales yumatacion de p53 en un cuerpo perinuclear junto
a E1B. Esto indicaria que las proteinas adenosirabgpresadas en estas lineas celulares
provenientes de un animal tetraploide se compattala misma forma que en células diploides.
Ademas, el hecho de que las célulasTddarrerae se hayan podido transfectar con genes
adenovirales utilizando un protocolo para célulaploties, sugiere un comportamiento
diploidizado, como ya ha sido reportado con antelao por Gallardo y col (2006).

Una evidencia adicional de la diploidizacion fumzb de T. barrerae la entregan
resultados preliminares (no desarrollados en @etdll este trabajo) en los que se encontré un
solo centrosoma en células en estado quiesceigeahlque en células que acaban de duplicarse
por mitosis (Fig. 26). EI numero normal de centroas en una célula diploide es 1 6 2
(Duensing y col, 2001). Este numero se ve alterado células cancerigenas, las que
frecuentemente son poliploides y presentan un nairder centrosomas mayor de lo normal
(Sphyris y Harrison, 2005). La ausencia de un ndmmeayor de centrosomas en las células

tetraploides dé. barrerae, en contraposicion a lo que se observa en c&alaserigenas autopo-
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Figura 26: Deteccion del nimero de centrosomas preste en las células dd. barrerae.
Inmunofluorescencia donde se evidencia el centrasoomo punto verde (detectado con un
anticuerpo contra-tubulina conjugado con FITC) adyacente al nuctodo de azul (tincion de
contraste con DAPI). (A) Célula en estado quieste(®) Células en que recién culmind la

division mitoética.
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liploides, indicaria que so6lo uno de los dos gersoprasentes en su nucleo esta involucrado en el
control de la mitosis. La dominancia de un genoataesotro (dominancia nucleolar) produce un
comportamiento celular diploidizado en organismobpjpides de origen hibrido. Por ejemplo,
en T. barrerae la region organizadora del nucleolo (NOR) de sdh® de los genomas esta
activa, a pesar de que el numero de copias detgeesponde a su nivel de ploidia (Gallardo y
col, 2006).

El trabajo realizado durante la presente tesis grado entrega herramientas para
continuar con los estudios del gebB y su funcion en un animal poliploide. La purifigat de
fagos recombinantes portadores del g&8 permitira el andlisis de las secuencias de laseslo
entregando informacidén sobre la estructura y regitade la expresion del gen, ademas de
proveer de una sonda homologa para determinar mlemd de alelos del gep53 que se
conservaron en el genomaTebarrerae después del evento de duplicacion gendémica.

Por otra parte, las lineas celulares establecidasifiran continuar con la realizacion de
estudios fisiolégicos y de expresion génicalebarrerae, lo que en el futuro quizas logre aclarar
la interrogante de como se generdé un mamifero lpalg y se estableci6 como una nueva

especie, a pesar de que la ciencia lo considergrasible (Otto y Whitton, 2000).
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