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1. RESUMEN

Los factores de intercambio de GTP (GEFs) son fundamentales para la activacion de
los factores de ADP-ribosilacion (ARFs), los cuales son necesarios en el reclutamiento
del manto proteico COPI y el trafico de proteinas en la via secretoria para secrecion.
Este trabajo se enfocé en los tres GEFs caracterizados a la fecha en mamiferos: GBF1,
BIG1 y BIG2, los cuales se localizan en regiones mutuamente exclusivas del Golgi (cis
para GBF1 y trans para BIG1 y BIG2) y exhiben distintas preferencias por sustratos in

vitro (ARF 5 para GBF1 y ARF 1 para BIG1 y BIG2).

Con la finalidad de conocer mas sobre la funcién de estas proteinas, hemos disefiado
dos construcciones de siRNA para cada uno de estos GEFs en el vector pSuper, las
cuales expresan horquillas de RNA para el silenciamiento génico de cada uno de los
transcritos blanco. Se efectuaron experimentos en las lineas celulares HeLa y 293
EBNA, las cuales fueron transformadas con las construcciones por medio del uso de
lipidos cationicos. Las muestras fueron procesadas para inmunofluorescencia y
Western blot. Después de verificar el silenciamiento provocado por las construcciones,
se pudo comprobar que la inhibicion de GBF1 provoca una alteracibn en los
marcadores tempranos de la via secretoria, con el consecuente bloqueo de la secrecion
de la glicoproteina VSV-G-ts-045 y acumulacion de ésta en estructuras localizadas
entre el reticulo endoplasmatico y el Golgi. Por el contrario, el silenciamiento de BIG1
y/6 BIG2 no provocé ninguna alteracion observable, ya sea en los marcadores de la via

secretoria como en la secrecidn de una glicoproteina.



SUMMARY

The GTP Exchange Factors (GEFs) are key enzymes required for the activation of the
ADP-Ribosylation Factors (ARFs) and the subsequent recruitment of the coat COPI.
These events are essential for vesicle formation and the traffic of secretory proteins.

The present work is focused on three of these GEFs: GBF1, BIG1 and BIG2, which are
located on mutually exclusive regions of Golgi (cis for GBF1 and trans for BIG1 and
BIG2) and exhibit different substrate preferences in vitro (ARF 5 for GBF1 and ARF1 for

BIG1 and BIG2).

In an effort to increase our understanding in the functional differences of these enzymes
we made two inhibitory constructs for each GEF on the pSuper vector. These shRNA
molecules so produced, specifically target each of the selected transcripts. Experiments
employing HeLa and 293 EBNA cells transfected with these constructs were designed to
test the effects of lowering the protein levels (knockdown) for each of these GEFs. After
verifying the knockdown produced for each construct, we observed that only the
knockdown of GBF1 produces the alteration of early markers of the secretory pathway.
Additionally the secretion of the glycoprotein VSVG-ts-045 to the plasma membrane was
blocked, while it accumulated on compartments between endoplasmic reticulum and
Golgi apparatus. None of these effects was observed with the knockdown of BIG1

and/or BIG2.



2. INTRODUCCION

Las células en su constante comunicacién con el medio, poseen la capacidad de
interactuar con él, captar sus nutrientes y procesarlos, eliminar sustancias de desecho
provenientes del metabolismo, asi como también captar los estimulos del medio y
reaccionar frente a ellos. Para que tales eventos ocurran, es necesario que en su medio
interno ocurran un sinnimero de procesos. Se requiere fundamentalmente de la sintesis
de proteinas tales como: proteinas de membrana, proteinas de secrecion y enzimas
lisosomales, entre otras. Todas éstas deben obligatoriamente pasar a través de la via
secretoria. Esta via, compuesta por una red de sistemas membranosos interconectados
por un complejo sistema de transporte vesicular, esta encargada de modificar,
seleccionar y distribuir cada proteina segun la finalidad para la cual fue sintetizada. Este
trafico vesicular funciona en dos direcciones, una anterdgrada, encargada de ir
madurando las proteinas a medida que avanzan hacia su destino final; y una
retrograda, responsable del reciclaje a compartimentos previos de factores itinerantes y
enzimas que han escapado de su mecanismo de retencidn. Estos procesos deben
ademas mantener un equilibrio dindmico para preservar la integridad funcional y

espacial de los elementos que lo componen.

En el transporte anterogrado, las proteinas son translocadas inicialmente al lumen del
reticulo endoplasmico (RE), mediante el reconocimiento del péptido de sefal por un
complejo protéico, Translocador protéico o Translocon (un poro o canal). Una vez en el
interior, las caracteristicas estructurales, junto a la maquinaria enzimatica del reticulo

endoplasmatico, le proporcionan a estas proteinas modificaciones que son



indispensables para su correcto direccionamiento en la via secretoria. Luego de
concluida su sintesis, éstas son seleccionadas para posteriormente ser transportadas
por medio de vesiculas, desde subdominios especializados del Reticulo Endoplasmico
denominados ERES (Endoplasmic Reticulum Exit Sites) hacia estructuras
membranosas irregulares denominadas VTCs (Vesiculo Tubular Clusters).
Inmediatamente después de su formacion, estas estructuras viajan sobre microtubulos
en direccion al complejo de Golgi. En el camino, los VTCs se congregan para dar forma
al ERGIC (ER-Golgi Intermediate Compartment). Aqui las proteinas de carga son
seleccionadas, separadas de las proteinas residentes del reticulo endoplasmatico y
direccionadas hacia la cara cis del complejo de Golgi. Durante su progresion por la via
secretoria estas proteinas son modificadas enzimaticamente a medida que van
avanzando progresivamente a traveés de las cisternas de este complejo. Finalmente, el
viaje de estas proteinas concluye con su llegada a la cara trans del Golgi o TGN (Trans-
Golgi Network), en donde son seleccionadas y distribuidas hacia su destino final,

incluyendo endosomas, membrana plasmatica, lisosomas o granulos secretorios.

Una caracteristica importante de estas vesiculas membranosas, es que se encuentran
recubiertas por complejos proteicos. El nacimiento de una nueva vesicula depende del
reclutamiento de estos complejos citosoélicos, los que se unen entre si formando
verdaderos “mantos” sobre la membrana en la region que se yemara para dar origen a

la vesicula.

COPI es el manto que media el transporte vesicular retrogrado desde el Golgi hacia el

reticulo endopldsmatico, (Donaldson et al., 1992a) y su correcto funcionamiento es



fundamental para la integridad de la via secretoria. Morfologicamente, COPI es un
complejo citosoélico pre-ensamblado compuesto por siete péptidos (Waters et al., 1991)
y el reclutamiento de estos complejos en las membranas produce yemas cubiertas por

este manto, que eventualmente daran origen a vesiculas de transporte recubiertas.

Para que COPI sea reclutado sobre la membrana existe un evento que activa este
proceso. El control esta dado por la activacion de una familia de GTPasas de bajo peso
molecular llamadas ARFs (ADP Ribosylation Factor), las que se encuentran
ampliamente distribuidas en el citoplasma en su forma inactiva unida a GDP. De los
ARFs descritos (1, 3, 4, 5y 6), ARF1 es el mas estudiado y es utilizado como modelo.
La activacion de estos ARFs esta determinada por el cambio de estado, pasando de
uno inactivo unido a GDP a uno activo unido a GTP; este ultimo es el que finalmente
inicia el reclutamiento de COPI a las membranas involucradas (Zhao et al., 1997). Esta
tarea la lleva a cabo una familia de proteinas conocidas con el nombre de GEFs (GTP
Exchange Factors), las que estimulan el intercambio de GDP por GTP (Chavrier y
Goud, 1999; Jackson y Casanova, 2000). La desactivacion de ARF1 ha sido estudiada
en detalle, y depende de un factor de activaciéon de GTPasa o GAP (GTPase Activating

Protein), la cual hidroliza el fosfato gama de GTP unido a ARF1 a GDP.

Multiples miembros componen la familia de los GEFs, la que se divide en dos clases:
GEFs de pequefio peso molecular, cuyas masas no superan los 60 kDa; y los de gran
peso molecular, cuyas masas se encuentran por sobre los 160 kDa. Dentro de este
altimo grupo encontramos a los tres integrantes que son de principal interés en este

estudio: BIG1 y BIG2 (Brefeldin A-Inhibited GEFs), (Morinaga et al., 1996; Togawa et



al., 1999) y GBF1 (Golgi-specific Brefeldin A resistance Factor), (Claude et al., 1999),

todos ellos descritos en mamiferos.

Brefeldina A (BFA), es una lactona heterociclica de origen fangico que bloquea la
secrecion de proteinas (Misumi et al., 1986). Ha sido utilizada en numerosas
investigaciones sobre el complejo de Golgi. Esta droga interfiere con el reclutamiento de
los ARFs a las membranas, a través del bloqueo del intercambio de GDP por GTP,
evitando asi su activacion (Donaldson et al., 1992b; Helms y Rothman, 1992; Randazzo
et al., 1993; Franco et al., 1995; Franco et al., 1996; Antonny et al., 1997). El efecto
observado en las células tratadas con dicho compuesto, es la dispersion del complejo
de Golgi y la redistribucion de sus enzimas residentes hacia el RE (Pelham, 1991;
Klausner et al., 1992). Especificamente BFA se une y estabiliza el complejo
ARF/GDP/GEF (Peyroche et al., 1999; Mansour et al., 1999), bloqueando el ciclo de
activacion de ARF. En los eventos subsiguientes, al estar bloqueada la activacion de
ARF, no hay reclutamiento de COPI a las membranas, lo que produce la tubulacion del
aparato de Golgi (Lippincott-Schwartz et al., 1998). En este proceso las membranas de
Golgi forman un conducto por el cual se desencadena la descarga del contenido del

Golgi al RER, siendo el primero reabsorbido por el segundo.

Con respecto a los GEFs responsables de la activacion de ARF y el reclutamiento de
COPI, estos se concentran en distintas regiones de la via secretoria. BIG1, es un GEF
de 209 kDa que se encuentra en la cara trans del complejo de Golgi y su
sobreexpresién no induce resistencia a BFA (Claude et al., 1999). Estudios detallados

indican que BIG1 posee la capacidad de activar ARF1 y ARF3 (Morinaga et al., 1996).



BIG2 (202 kDa), el cual también localiza en la regién trans del Golgi al igual que BIG1,
posee la capacidad de activar ARF1 y ARF3. No induce resistencia a BFA cuando es
sobreexpresado (Shinotsuka et al., 2002) y es capaz de estabilizar la presencia de
ARF1y AP-1 en el TGN en presencia de BFA (Shinotsuka et al., 2002). Estudios avalan
que tanto BIG1 como BIG2 colocalizan en el TGN y se postula que forman parte de un

mismo heterodimero (Yamaiji et al., 2000).

GBF1 por su parte, es un GEF de 206 kDa que se desplaza ciclicamente entre el citosol
y las membranas del cis Golgi y de la region ERES/VTC (Zhao et al., 2002). Al contrario
gue los BIGs, su sobreexpresion genera resistencia a BFA y tiene ademas como efecto
la disminucién en los niveles normales de BIG1 (Claude et al., 1999). Algunos datos
obtenidos in vitro sugieren que GBF1 utiliza preferentemente ARF5 como sustrato
(Claude et al., 1999), aunque observaciones realizadas in vivo han determinado que
también puede actuar sobre ARF1l y ARF3 (Kawamoto et al.,, 2002). Recientes
hallazgos indican que GBF1 regula la interaccion dindmica de ARF/COPI en el
transporte entre el RE y el Golgi, siendo requerido para la formacion y maduracién de
los VTCs; ademas de ser esencial para la mantencion de la integridad del Golgi

(Garcia-Mata et al., 2003).

AuUn con todos estos datos, se desconoce si existe interaccion entre GBF1 y algun tipo
de proteina especifica del complejo de Golgi o si bajo determinadas circunstancias
utiliza uno u otro ARF como sustrato. Tampoco son conocidas las consecuencias
producidas por una inactivacion o disminucion importante en los niveles de GBF1 sobre

la morfologia y funcionalidad del RE, ERES, VTC, ERGIC y Golgi. Lo mas probable, a la



luz de los conocimientos que actualmente se manejan, es que la via secretoria quede
bloqueada en algun nivel entre el RE y el Golgi. Otro punto desconocido es la inter-
regulacion entre los distintos GEFs y ARFs; de existir habria que evaluar las posibles
variaciones en los niveles de los distintos GEFs y ARFs cuando la expresion de GBF1

sea inhibida.

Considerando especialmente este ultimo punto, el estudio del fenotipo celular al inhibir
la expresion de GBF1 puede otorgar valiosa informacion sobre su actividad normal en la
célula. La técnica del RNA de interferencia (RNAi) ha demostrado ser una eficaz

herramienta para llevar a cabo el silenciamiento funcional de determinados genes.

El silenciamiento génico mediante esta técnica, es un proceso en el cual doble hebras
de RNA (dsRNA) inducen la degradacion post-transcripcional de transcritos homaélogos.
Este mecanismo de silenciamiento secuencia-especifico de genes es activado por un
RNA de doble hebra (dsRNA), que presenta homologia con una fraccion del transcrito
del gen blanco, causando finalmente su degradacion (Fire, 1999; Sharp, 2001,
Hammond et al., 2001; Tuschl, 2001). Este fenémeno ha sido observado en una gran
variedad de organismos, incluyendo plantas, hongos, insectos, protozoos y mamiferos
(Bernstein et al., 2001a; Elbashir et al., 2001a; 2001b; Moss, 2001), donde dsRNA son
procesadas en el interior de la célula en fragmentos de 19 a 23 pares de bases
conocidos con el nombre de siRNAs (small interfering RNASs), (Elbashir et al., 2001a;
2001b). Estos siRNAs se unen a un complejo enzimético denominado RISC (RNA-
induced silencing complex), activandolo. Este complejo RNA-enzima es el que

finalmente provoca la degradacion al mRNA homodlogo (Bernstein et al., 2001b;



Hammond et al., 2001). En la practica, el silenciamiento dirigido de la expresion de un
gen puede lograrse introduciendo directamente siRNAs, ya sea por transfeccion o por
expresion endogena, donde finalmente se unen al complejo enzimatico en el interior de

la célula generando silenciamiento del mMRNA deseado.

Trabajos recientes demuestran que en células humanas los siRNAs pueden ser
transcritos eficazmente por la RNA polimerasa lll, siendo capaces de producir una
degradacion mRNA-especifica (Ketting et al., 2001; Brummelkamp et al., 2002; Lee et
al., 2002; Miyagishi y Taira, 2002; Paul et al., 2002). Con este fin se ha utilizado el
promotor de U6snRNA (small nuclear RNA U6) en construcciones que expresan
secuencias de siRNA. Estas secuencias lineales de DNA que codifican a los siRNAs
han sido transfectados temporalmente en células humanas usando plasmidios, logrando
inhibiciones de la expresion de los genes blanco de hasta un 90% (Castanotto et al.,
2002). Nuevas vy eficientes herramientas para este fin se han confeccionado, tal es el
caso de pSuper RNAI system, un plasmidio en el cual se pueden insertar secuencias
especificas para silenciar el gen deseado. Ademas posee marcadores que facilitan su
identificacion y seleccidon en células mamiferas y poder asi lograr una inhibicién

especifica que es capaz de prolongarse establemente en el tiempo.

Trabajos realizados en el silenciamiento de la expresion de hGBF1, hBIG1 y hBIG2 en
cooperacion con el laboratorio del Dr. Paul Melancon (U. Alberta, Canada), con oligos
sintéticos de RNA han demostrado ser muy eficientes. La informacion obtenida a través
del uso de éstos, ha sido fundamental ya que nos ha revelado la naturaleza de las

secuencias requeridas para nuestro analisis.
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En la figura 1 se ilustra un experimento, del cual se recopildé informacion sobre los
tiempos Optimos de inhibicidon de la expresion de hGBF1 y hBIG1 en células HelLa que
han sido transformadas con oligos sintéticos de RNA, demostrando que el efecto
maximo en el silenciamiento de la sefal corresponde al intervalo entre 72 y 96 h. Por lo
tanto, la utilizacion de la técnica de siRNA demuestra ser una poderosa herramienta
para silenciar de forma enérgica y selectiva la expresion de los distintos GEFs de la via
secretoria. Esta inhibicion especifica puede ser utilizada para el analisis en detalle de la

funcién de cada GEF.

Con los antecedentes anteriormente descritos, se postula la siguiente hipétesis:

La disminucién en la expresion de las proteinas hGBF1 y hBIGs, afecta

selectivamente la funcién y morfologia de diversos elementos en la via secretoria.

2.1. Objetivo general

Estudiar la diferencia funcional de hGBF1 y hBIGs en la via secretoria, mediante la

inhibicidn de su expresion por la técnica de siRNA.

2.1.1. Objetivos especificos

1. Disefo de oligos a partir de secuencias conocidas y construccion de siRNAs en
el vector pSuper (Oligoengine, Seattle, USA).

2. Optimizacion de la técnica siRNA en células humanas Hela y 293 EBNA.

3. Analisis del efecto del silenciamiento de hGBF1 o hBIGs sobre marcadores de la

via secretoria.
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Figura 1: La utilizacién de siRNA disminuye la expresion endégena de hGBF1 y
hBIG1. Células HelLa fueron transformadas con oligomeros sintéticos de RNA dirigidos
contra GBF1 6 BIG1 y crecidas por los tiempos indicados. Los cultivos fueron fijados y
procesados para microscopia de fluorescencia utilizando los anticuerpos H154 (a-
GBF1) y 9D3 (a-BIG1). La tincién nuclear se obtuvo por medio de DAPI. Panel A:
muestra la inhibicion de hGBF1. Panel B: muestra la inhibicion de hBIG1. Imagenes

gentileza de Dr Alejandro Claude y Dr Paul Melancon (U. de Alberta, Canada).
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4. Andlisis del efecto del silenciamiento de hGBF1 o hBIGs sobre el trafico de una

proteina secretoria modelo hacia la membrana plasmatica.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Materiales y reactivos

Amersham: Sistema de quimioluminiscencia para deteccién de Western Blot ECL.
Arquimed: placas Petri.

AXIGEN: tubos para PCR (0.5ml), tips blancos (0,1-10 ul), tips amarillos (1-200ul), tips
libres de DNAsa y RNAsa (0.5-10ul), tips azules (100-1000ul).

BD (Becton, Dickinson and Company): extracto de levadura y Bacto triptona.
BioAxis: kit de purificacibn de DNA desde geles de agarosa Megapure,
deoxinucleotidos (dATP, dGTP, dTTP, dCTP).

Bio Rad: Anticuerpo IgG de cabra conjugado con peroxidasa contra IgG de conejo,
marcador de peso molecular rango amplio, pretefiido.

Corning: tubos de 15ml, tubos 50ml.

DAKO: medio de montaje (fluorescent mounting medium).

EZNA: kit purificacion de DNA mini preparacion.

Falcon: tubos de 15 ml, tubos de 50 ml.

Fermentas: T, DNA ligasa (10 U/ul), CIAP fosfatasa alcalina de intestino de cabra (1U/
ul), enzimas de restriccion: Hindlll (10U/ul).

Gene Therapy Systems: reactivo de transfeccion PerFectin.

Gibco BRL: OptiMEM, marcador de DNA fago A digerido con Hindlll, agua destilada

libre de DNAsa y de RNAsa.
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Hyclone: suero fetal bovino, L-glutamina 100X, Penicilina G 100X, Estreptomicina
100X, tripsina 1X y DMEM.

Invitrogen: Linea celular 293-EBNA, enzimas de restriccion: BamHI (10U/ul), Hindlll
(10U/ul), Bglll (10U/ul).

Life Technologies: Higromicina B.

Merck: 2-mercaptoetanol.

MOBIO: kit purificacion de DNA mini preparacion, agua libore de RNAsa y DNAsa.
Molecular Probes: anticuerpo de cabra contra IgG de conejo conjugado a Alexa Fluor
594, anticuerpo de cabra contra IgG de ratdn conjugado a Alexa Fluor 594.

NEB (New England Biolab): enzimas de restriccion: Aflll (10U/ul), EcoRI (15U/ ul).
Orange: placas de cultivo de 6 pocillos, placas de cultivo de 12 pocillos, placas de 35,
60 y 100mm.

QIAGEN: kit purificacion de DNA midi preparacion.

Roche: Reactivo de transfeccion FuGene 6.

US Biological: cloramfenicol, x-gal, IPTG, Anfotericina B.

SIGMA: Brefeldina A, gelatina y la sintesis de los siguientes oligonucleotidos de DNA.
Partidores:
H1:5-CGATAAGCTTAGATCTCTATCACTGATAGGGAACTTATAAGATTCCCAAATC
C-3

T7: 5-AATACGACTCACTATAG-3

Oligos:

a) Dirigidos hacia hBIG1.:
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Bfwd: 5-GATCCCCGATCACAAATGGATGGTTATTCAAGAGATAACCATCCATTTGTG
ATCTTTTTA-3

Brev: 5-AGCTTAAAAAGATCACAAATGGATGGTTATCTCTTGAATAACCATCCATTTG
TGATCGGG-3

Cfwd: 5-GATCCCCGAACTACGATCCAAGATTCTTCAAGAGAGAATCTTGGATCGTAG
TTCTTTTTA-3

Crev: 5 -AGCTTAAAAAGAACTACGATCCAAGATTCTCTCTTGAAGAATCTTGGATCG
TAGTTCGGG-3

b) Dirigido hacia hGBF1.:

2fwd: 5-GATCCCCGCAAGGACTTTGAGCAAGATTCAAGAGATCTTGCTCAAAGTCCT
TGCTTTTTA-3

2rev: 5-AGCTTAAAAAGCAAGGACTTTGAGCAAGATCTCTTGAATCTTGCTCAAAGTC
CTTGCGGG-3’

3fwd: 5-GATCCCCGAACCTGCCCAGTGTATTTGGTTCAAGAGACCAAATACACTGG
GCAGGTTCTTTTTA-3

3rev: 5-AGCTTAAAAAGAACCTGCCCAGTGTATTTGGTCTCTTGAACCAAATACACTG
GGCAGGTTCGGG-3

c) Dirigidos hacia hBIG2:

Alfa fwd: 5-GATCCCCGAAAGAGGCTCATCACTGTTTCAAGAGAACAGTGATGAGCC
TCTTTCTTTTTA-3

Alfa rev: 5-AGCTTAAAAAGAAAGAGGCTCATCACTGTTCTCTTGAAACAGTGATGAG

CCTCTTTCGGG -3
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Gama fwd: 5-GATCCCCGGATAAGTGTTGTGTATAATTCAAGAGATTATACACAACAC
TTATCCTTTTTA-3

Gama rev: 5-AGCTTAAAAAGGATAAGTGTTGTGTATAATCTCTTGAATTATACACAAC
ACTTATCCGGG-3

Delta fwd: 5-GATCCCCGCAAGACGGTGTAGTGTGATTCAAGAGATCACACTACACC
GTCTTGCTTTTTA-3’

Delta rev: 5-AGCTTAAAAAGCAAGACGGTGTAGTGTGATCTCTTGAATCACACTACA

CCGTCTTGCGGG-3

Winkler: Cloruro de sodio, agar-agar, agarosa, sulfato de amonio, acetato de amonio,
cloruro de amonio, persulfato de amonio, hidroxiquinolina, glicina, glucosa anhidra,
cloruro de magnesio, sulfato de magnesio, dodecilsulfato de sodio (SDS), marcador de
DNA escala de DNA 1Kb, azul de Bromofenol, Tween 20, glicerol, glicerina, triton X-
100, alcohol etilico, hidroxido de sodio, tris, ampicilina sal sddica, bromuro de etidio,

alcohol isopropilico, acido acético glacial.

3.1.1. Anticuerpos primarios.

H154, anticuerpo policlonal generado contra el dominio carboxilo de GBF1 humano
descrita en Claude et al., 1999.

9D4, anticuerpo policlonal fue generado contra la region Sec7 de hGBF1 descrita en
Claude et al., 2003.

9D3, anticuerpo policlonal generado contra la regién Sec7 de hBIG1 descrita en Claude

et al., 1999; Zhao et al., 2002.
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7D1, anticuerpo monoclonal contra la proteina p115 humana descrita en Waters et al.,
1992.

M3A5, anticuerpo monoclonal contra COP humana descrita en Allan and Kreis et al.,
1986.

Anti-Gigantina, suero policlonal gentileza de E. Chen, U. of Calgary, AB, Canada.

X22, anticuerpo policlonal contra clatrina humana gentileza Dr. Paul Melancon, U.
Alberta, Canada.

Anti-VSV-G, anticuerpo monoclonal gentileza Dr. Paul Melancon, U. Alberta, Canada.

3.1.2. Equipos

Los siguientes equipos fueron utilizados:

Espectrofotometro UV-150-02 de Shimadzu; sistema para electroforesis de geles de
agarosa Bio JSP; transiluminador TFX-20 M de Vilber Lourmat; camara digital para
geles Spectroline (model CA-1000/F) con monitor e impresora Sony (UP-860);
incubador para cultivo con inyeccion de CO, SANYO; incubador bacterioldgico tipo seco
Electric Company (Blue M); microcentrifuga Eppendorf 5415R; bafio termorregulado
ORTHMANN; centrifuga Sorvall (RC-5); camara de trasferencia Bio-Rad (Trans-Blot
SD); balanza analitica Shimadzu (LIBROR AEX-120G); balanza Kern 8440-33; camara
de flujo laminar NuAire (class Il, type A); agitador Daiki LBLee 1001; microscopio
invertido Nova (IN 833); microscopio de epifluorescencia Zeiss (Axioskop HBO 50);
microscopio confocal (Zeiss Axiovert 100M); pHmetro Radiometer Copenhagen (PHM

83 Autocal); termociclador MJ Research (Mini Cycler).
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3.2. METODOS

3.2.1. Elaboracién de medio de cultivo Luria Bertani (LB) liguido y con agar.

El medio LB consta de 10g/l de NaCl, 10g/l de triptona y 59/l de extracto de levadura,
qgue luego de su preparacidon es autoclavado inmediatamente y enfriado previa

utilizacion.

Para la preparacion de placas, se le agrega al medio LB, 159/l de agar. Después de
autoclavar se deja enfriar hasta los 50 °C y se agrega el antibiético requerido (ampicilina
100 pg/ml), se mezcla por agitacion orbital y se procede a alicuotar 20 ml en placas

Petri estériles.

3.2.2. Creacion del promotor H1 inducible por reaccién de la polimerasa en

cadena (PCR).

Para la obtencién del fragmento modificado del promotor H1 presente en pSuper, se
utilizé la técnica de PCR, donde se emple6 el mismo vector como templado. Para ello

se utilizaron los oligos H1 y T7 (Partidores seccion 3.1).

Para la reaccién se mezclaron 5 pl de tampon PCR 10X, 4 ul de dNTPs en una
concentracion de 2,5 mM de cada uno, 5 pl de solucion de MgSO4 25 mM, 3 ul de vector
pSuper 50 ng/ul, 1 pl de cada oligo a una concentracién de 10 uM, 1ul de una mezcla
de Pfu Turbo/ Taq Polimerasa en una relacién 1:5 U y 28 ul de agua libre de nucleasa.

Se utilizé el termociclador con el siguiente programa: a) 30 ciclos de: denaturacién por 1
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min a 95°C; apareamiento 1 min a 62°C; elongacion 2 min a 72°C, y b) una etapa de

extension final de 10 min a 72°C.

3.2.3. Subclonamiento en pGEM-T Easy.

Debido a que el fragmento generado (PCR) presenta el sitio Hindlll muy cercano hacia
el extremo 3, lo cual dificulta la digestion enzimatica, se procede a ligar el producto en
pPGEM-T Easy de Promega. Este al poseer una timina adicional hacia el extremo 3’
terminal, es capaz de unir los fragmentos de PCR producidos con Tag polimerasa, ésta

agrega una adenina en el extremo 3’ terminal.

PpGEM-T Easy ademas posee los genes que codifican para la resistencia contra
Ampicilina como también el gen de la R-galactosidasa, lo que permite discriminar las
colonias de bacterias que poseen el vector transformado del que solo se religo. El sitio
de clonamiento interrumpe la expresion del gen de la 3-galactosidasa que es capaz de
hidrolizar el sustrato presente en el medio (X-Gal, 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-3-D-
galactoside) para dar un producto coloreado azul, por lo tanto, aquellas colonias de

bacterias que poseen el inserto afiadido seran blancas.

3.2.4. Transformacién en bacterias E. coli.

Se prepararon bacterias competentes E. coli, cepas JM109 y XL-1Blue utilizando el
método CaCl, (Rudchenko et al., 1975). Estas bacterias se mantienen alicuotadas en
cantidades de 0,25 ml y congeladas a -70°C. Una vez descongeladas en hielo, a estas
se les agreg6 de 0,1 a 1,0 pl del producto de la ligacion (entre 20 y 100 ng); se mezcld

suavemente y la mezcla fue incubada por 30 min en hielo. Luego fueron incubadas por
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60 seg a 42°C, se agregd 1 ml de medio LB liquido y se incub6 por 1 hora a 37°C con
agitacion orbital a 210 rpm. Después de ese periodo fueron sembradas en placas LB-
agar con el antibiético correspondiente (ampicilina para pGEM-T, pSuper y pSuper
inducible). Se incubaron las placas en una estufa de cultivo por 14 h a 37°C, donde se
observaron las colonias de bacterias que crecieron adquiriendo la resistencia al

antibiotico correspondiente.

3.2.5. Purificacion de DNA por el método de ebullicion (Boiling).

Segun lo descrito en el manual de laboratorio de Sambrook (1989), en 5 ml de medio
LB se crecieron a 37°C y con agitacion constante de 210 rpm las colonias de bacterias
transformadas, ya sea por ligaciones con pGEM-T o pSuper. Se tomé 1,5 ml de este
cultivo y se centrifugd por 4 min a 2300 x g. Se eliminé el méximo de sobrenadante y se
agrego 110 pl solucion STETL (8 % sacarosa, 5 % Triton X-100, 50 mM Tris pH 8.0, 50
mM EDTA pH 8.0 y lisozima 50 mg/ml) y después de aplicar vortex por 1 min se incubd
por 1min a 95-100°C. Luego se centrifug6 por 10 min a 16100 x g y el sobrenadante fue
transferido a un tubo limpio. Se agregd 110 pl de isopropanol a temperatura ambiente,
se mezclé por inmersién y se centrifugd por 20 min a 16100 x g. Se descarto el
sobrenadante, el sedimento se lavd cuidadosamente con etanol 70% para luego
centrifugar por 10 min a 16100 x g. El sobrenadante se descarté y se dejo secar a
temperatura ambiente. Una vez seco se resuspendid con 25 pl de agua libre de

nucleasas.
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3.2.6. Andlisis con endonucleasas de restricciéon

Los andlisis por digestibn con enzimas de restriccion fueron llevados a cabo para
comprobar clonamientos de fragmentos de PCR o liberacion de fragmentos de
clonamientos y para subclonamientos. Segun lo descrito por el proveedor de cada
endonucleasa, se utilizé 1 pg, de DNA (aproximadamente 10 pl), 1,5 pl de tampon 10 x
especifico para cada enzima, 0,2 ul de enzima (10000-15000 U/ml), 0,2 ul de BSA 100X
y 4,1 ul de ddH,O. Para las digestiones en las cuales se extraerian fragmentos
especificos para subclonamiento, se utilizé el mismo protocolo aumentando la cantidad

de materiales 5 veces.

3.2.7. Electroforesis de DNA en geles de agarosa.

El gel se prepard a una concentracion de 1% fundiendo 0,40 grs. de agarosa en 40 ml
de tampdn TAE 1X (40 mM Tris-acetato; 1 mM EDTA), se dejé enfriar hasta los 55°C, y
se vertio sobre el molde (9x8 cm). Las muestras se prepararon mezclando 10 pl del
DNA (0,12 ug/ul), 2 ul de tampodn de carga para DNA 6X (glicerol 50%, SDS 1%, azul de
bromofenol 0,5% en tampon TE) y 1 pl de bromuro de etidio 0,5 mg/ml. Se mezclé y se
cargd con micropipeta cada muestra en el gel. Luego, se realizO la corrida
electroforética aplicando 5 V/cm por 35 min y se observo la migracion del DNA en un
transiluminador de luz ultra-violeta por fluorescencia del bromuro de etidio intercalado

entre las bases del DNA.
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3.2.8. Extraccion de DNA desde geles de agarosa.

Después de la electroforesis en un gel de agarosa se procedié a extraer el DNA
utilizando el kit comercial Megapure®. Se cortd con bisturi la fraccién del gel especifica
gue contenia la banda, se agregé la solucion “Melt” en proporcién 1:1 con el volumen de
agarosa en un tubo de 1,5 ml. Luego se calenté a 55 °C hasta lograr la disolucién
completa, enseguida se agregd solucién “Bind” y se dejo por 5 min a temperatura
ambiente. Después se centrifugd a 4500 x g por 1 min se hicieron 2 lavados con 700 pl

solucién “Wash”, se dejo secar y se eluyd con 40 pl de agua libre de nucleasas.

3.2.9. Preparacion de pSuper inducible (pSuper_tet).

Después del procedimiento de amplificacion con mutacién sitio dirigida en la cual se
modifico la region terminal del promotor H1 de pSuper con la secuencia complementaria
a la unién del represor Tet (PCR antes descrito). Este fragmento (2498pb) fue clonado
en pGEM-T easy, después repurificado por extraccion desde un gel de agarosa
después de la digestion con enzimas de restriccion (BamHI y Hindlll). Como se muestra
en los esquemas de las figuras 2, 3 y 4, se detectd un problema por la escasa
separacion de los fragmentos (2498 pb y 3016 pb) para su aislamiento y purificacion. Lo
mismo ocurre con los sitios de restriccion para el vector (pSuper), por lo cual se
determind ocupar otro sitio de restriccion dentro del fragmento de PCR. El analisis de
secuencia arrojo que el sitio optimo seria Aflll. Después con la doble digestion con Aflil
y Hindlll del fragmento insertado en pGEM-T easy, se logré obtener fragmentos de

1536 pb y 3892 pb. Se recuperd y purificé el fragmento de 1536 pb.
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BamHI - 123 - G'GATC _C

/

- AflI - 1084 - C'TTAA G

pGEM-T Easy + PCR H1 modificado
5581 bp

\

HindIII - 2621 - A'AGCT_ T

Figura 2: Mapa de pGEM-T Easy + PCR (H1 modificado) generado con el software
pDRAW32. Localizacion de los sitios requeridos para la extraccion del fragmento del
promotor H1 modificado desde pGEM-T Easy. Rojo indica la fraccion modificada que se
recuperara para la reconstruccion de pSuper. Amarillo indica fragmento generado por

PCR (H1 modificado).
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BamHI - 689 - G'GATC C

AfII - 1650 - C'TTAA G

HindIIl - 3187 - A'AGCT_ T

Figura 3: Mapa de pSuper generado con el software pDRAW32. Localizacién de los

sitios requeridos para modificacion del vector pSuper. Rojo indica la fraccibn no

modificada del vector que se recuperara para la reconstruccién del vector.
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Figura 4: Analisis virtual del ensayo con endonucleasas generado con el software
pDRAW32. Azul: estandar lambda Hindlll; amarillo: fragmento H1 modificado (PCR);

rojo: fracciones que se recuperaran para la reconstruccion de pSuper _tet.
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Asimismo se llevo a cabo el tratamiento de pSuper con las endonucleasas antes
descritas y se recuperé el fragmento de 3892 pb. Luego se procedio a ligar de estos
fragmentos para reconstruir pSuper. Mediante ensayos con enzimas de restriccion y
secuenciacion se verificé que pSuper inducible (pSuper_tet) estaba construido de forma

correcta.

3.2.10. Disefio de secuencias para shRNA.

El vector pSuper esta disefiado para insertar secuencias que funcionaran como
silenciadores de genes. Siguiendo el esquema que muestra el proveedor, se disefiaron
los oligos con las secuencias blanco tomadas para cada uno de los transcritos. Estos
fueron obtenidos de las librerias génicas presentes en NCBI (National Center for

Biotechnology Information). A continuacién se muestran las secuencias utilizadas:

3.2.10.1. Secuencias para hGBF1

Secuencia 2:

Ubicacién en cDNA: 2590 hasta 2608 a partir del codon de inicio (AUG) de la proteina.
5-GCAAGGACTTTGAGCAAGA-3

Secuencia 3:

Ubicacién en cDNA: 2978 hasta 2998 a partir del codon de inicio (AUG) de la proteina.
5-GAACCTGCCCAGTGTATTTGG-3' Se le agregaron dos nucleétidos al original

(subrayado).
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3.2.10.2. Secuencias para hBIG1

Secuencia B:

Ubicacion en cDNA: 1636 hasta 1654 a partir del codon de inicio (AUG) de la proteina.
5-GATCACAAATGGATGGTTA-3

Secuencia C:

Ubicacion en cDNA: 1344 hasta 1362 a partir del codon de inicio (AUG) de la proteina.

5'-GAACTACGATCCAAGATTC-3’

3.2.10.3. Secuencias para hBIG2

Secuencia Alpha:

Ubicacion en cDNA: 818 hasta 836 a partir del codon de inicio (AUG) de la proteina.
5'-GAAAGAGGCTCATCACTGT-3'

Secuencia Gamma:

Ubicacidon en cDNA: 5283 hasta 5301 a partir del codon de inicio (AUG) de la proteina.
5'-GGATAAGTGTTGTGTATAA-3’

Secuencia Delta

Ubicacion en cDNA: 1829 hasta 1847 a partir del codon de inicio (AUG) de la proteina.

5'-GCAAGACGGTGTAGTGTGA-3

3.2.11. Clonamiento de oligos en pSuper y pSuper_tet.

Los oligos que disefiamos fueron sintetizados por Sigma (ver oligos seccion 3.1). Luego

se prepar0 pSuper y pSuper inducible (pSuper_tet) con la siguiente estrategia: Se
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agrego un fragmento del estandar del fago lambda digerido con la enzima de restriccion
Hindlll. Este procedimiento fue necesario ya que existen 6pb entre los sitios Bglll y
Hindlll utilizados para clonar en el vector los oligos disefiados. Ademas en el disefio de
los oligos se encontré que en la secuencia 2, existe un sitio para Bglll, con lo anterior se
consigue que el vector pSuper o pSuper inducible no se religue y asi poder optimizar el

clonamiento de los oligos.

Las bandas que se agregaron fueron las de 2322 pb y 2027 pb, para lo cual se digirié
pSuper y pSuper inducible, con la misma enzima de restriccion (Hindlll). Al comprobar
que efectivamente se linearizaron totalmente, se procede a defosforilar con CIAP para
evitar la religacion. Una vez defosforilados los extremos del vector, se procede a la
ligacién de estos agregando los fragmentos del fago lambda aislados y purificados. Una
vez verificada la adicién del fragmento por digestion con Hindlll, se procede a digerir el
vector (pSuper o pSuper inducible) con la enzima de restriccion Bglll. Se purifica el
fragmento linearizado de esta digestion a través de gel, y luego se llevé a cabo la
digestién del DNA anterior con Hindlll, donde se observa la liberacion del fragmento de

DNA del fago lambda antes mencionado.

3.2.12. Purificacién de DNA plasmidial por kit comercial.

Para la purificacion de DNA, se utilizaron los kit comerciales MOBIO (mini prep) y
QIAGEN (midi prep). Estos usan la técnica de lisis alcalina (Birnboim y Doly 1979). Para
el primero se crecen a partir de cultivos en stock de glicerol de construcciones antes
clonadas y analizadas en 10 ml de medio LB con el antibiético necesario por 24 horas a

37°C y agitacion orbital a 210 rpm. Luego se centrifugé a 9300 x g por 1 min y se



31

eliminé el sobrenadante. Se agreg6 250 ul de solucién de homogenizacion S1 (Tris-HCI
50 mM pH 8.0, EDTA 10 mM pH 8.0, 400 ug / ul RNAsa.) con la cual se resuspendio el
sedimento por medio de vortex por 1 min. Luego se agrego 250 pl de solucién de lisis
S2 (NaOH 200 mM, 1% SDS), se invierten los tubos suavemente 4-6 veces para
mezclar. Se agreg6 350 pl de solucion de neutralizacion S3 (acetato de potasio 2,55 M
pH 4.8), se mezclo por inversion de los tubos 4-6 veces y se centrifugé 1min a 9300 x g.
El sobrenadante se agrego6 a la columna de retenciéon de DNA plasmidial del kit la cual
posee una matriz de silice, se centrifugd 1 min a 9300 x g y se elimind el eluato, la
columna se lavé agregando 700 pl de solucién de lavado S4 (NaCl 1M, 50 mM MOPS
pH 7.0, 15% isopropanol) y su posterior centrifugacion a 9300 x g por 1 min y se
descartd el sobrenadante. Luego se centrifugd a 9300 x g por 2 min para eliminar los
restos de etanol. Finalmente se eluy6 el DNA, adicionando 50 pl de solucion Tris-HCI 10
mM pH 8,0 y se centrifugd por 5 min a 13200 x g. Para el kit para midi-prep se utiliza el

mismo método sblo que a mayor escala.

3.2.13. Cuantificacion de DNA plasmidial.

Para una estimacion de la cantidad de DNA en forma rapida, se hizo una comparacion
con estandar comercial 1kb, el cual contiene fragmentos con cantidades conocidas de
DNA. Con esto se puede hacer una aproximacién de la cantidad de DNA presente en

las muestras cargadas en un gel.

Para una cuantificacion mas especifica se realizaron célculos por espectrofotometria a

260 nm, que consiste en diluciones de DNA donde 1 U/absorbancia es igual a 50 ug/mi
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de DNA doble hebra. Los calculos finales se realizaron por multiplicacion de estos

valores por la dilucion (Sambrook et al., 1989).

3.2.14. Cultivo celular.

Las lineas celulares fueron descongeladas de stocks almacenados en nitrogeno liquido
y cultivadas en medio DMEM suplementado con 10 % suero fetal bovino, antibiético y
antimicoético (50U/ml de penicilina, 50 mg/ml de estreptomicina y 50ng/ml de anfotericina
B) y 2 mM glutamina en una estufa de cultivo con atmosfera de 5% CO, a 37°C. Las
células fueron mantenidas sub-confluentes y se hicieron pasajes para mantener el
cultivo. Para ello a las lineas celulares se les aspiré el medio y se lavo con PBS (37°C).
Luego fueron tratadas con tripsina (0.05 % (1X), en HBSS 0,2 g/L EDTA), por 5 min

para resuspender las células y poder sembrarlas en nuevas placas o expandir la linea.

3.2.15. Transfecciones transientes.

Las transfecciones en las lineas celulares HelLa y 293 EBNA, fueron llevadas a cabo
utilizando Perfectin (GTS inc) o FuGene 6 (Roche), los cuales fueron empleados de
acuerdo a las instrucciones del proveedor. En el caso de Perfectin (el méas utilizado), la
relacion entre masa de DNA (ug) y volumen (ul) de reactivo de transfeccién fue de
1:3,5. El protocolo establece que se debe utilizar un medio libre de suero para la
dilucion del reactivo de transfeccion (21,5 ul por ug de DNA), se prepard por separado
el DNA agregando 25 pl de diluyente por ug de DNA y se mezcldé suavemente. Luego
se realizo la mezcla del DNA diluido con el medio de transfeccion diluido, se incub6 5-

20 min a temperatura ambiente y se agregod directamente a la placa con confluencia
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celular de 5-10 %, crecidas sobre cubreobjetos esterilizados. Luego las células fueron
incubadas a 37°C y atmosfera a 5% CO,, en medio DMEM completo, durante un tiempo
de 72 a 92 h. Luego fueron fijadas con paraformaldehido 3 % en PBS por 20 min a

temperatura ambiente y después de este periodo lavadas con PBS.

3.2.16. Andlisis del transporte vesicular de VSV-G-YFP (ts-045).

El tréfico de VSV-G en células tratadas con las construcciones de siRNA se llevé a cabo
mediante transfecciones separadas con cambios de temperatura segun se ilustra en la
figura 5. Las células HelLa fueron sembradas en placas de 6 pocillos a 5% de
confluencia aproximadamente en medio DMEM y 5% CO,. Luego las células fueron
transformadas con combinaciones de las construcciones siRNA para cada transcrito y
crecidas sobre cubreobjetos e incubadas a 37°C por 72 h. Luego de este tiempo las
células fueron retransformadas con el plasmidio que codifica para la proteina VSV-G-
YFP (ts-045) e incubadas a 37°C por 18 h para completar la transformacion. Después

se llevo a cabo el siguiente procedimiento:

e Para los tiempos 0, 30 y 120 min (Figura 5A): se aspir6 el medio y se agreg6 2
ml/pocillo de medio DMEM suplementado independiente de CO, (Gibco). Se incubd
por 4 h a 40°C y 5% CO,. Se llevaron las placas a temperatura a 32°C en un bafio
termorregulado y a los tiempos indicados (0, 30 y 120 min) se detuvo la incubacion
aspirando rapidamente el medio y agregando 2 ml/pocillo de PBS 3% PFA

(paraformaldehido) previamente calentado (40°C).
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e Para la placa de 6 h (Figura 5B): se aspiré el medio y se agregé 2 ml/pocillo de
medio DMEM suplementado independiente de CO,. Se llevaron las placas a un
bafio termorregulado a 32 °C y se incubd por 6 h. Se detuvo la incubacién aspirando
rapidamente el medio y se agregé 2 ml/pocillo de PBS 3% PFA previamente
calentado (40°C).

e Para la placa con BFA (Figura 5C): se aspir0 el medio y se agregdé 2 mi/pocillo de
medio DMEM suplementado independiente de CO,. Se incubd por 4 horas a 40°C y
5% CO,. 10 min antes de completar 4 h, se agregé BFA (10 uM) a la mitad de las
muestras y a la otra mitad (control) se le agregd igual volumen de DMSO. Se
continué la incubacion a 40°C por 10 min. Se llevaron las placas a un bafio
termorregulado a 32°C y después de 30 min de incubacién se detuvo, aspirando
rapidamente el medio y agregando 2 ml/pocillo de PBS 3% paraformaldehido

previamente calentado (40°C).

Después de estos procedimientos las muestras fueron procesadas para

inmunocitoquimica.

3.2.17. Inmunocitoquimica.

Después de 72-92 h de transfeccion con las construcciones con vector pSuper o
pSuper inducible, se realizé la inmunocitoquimica de las células en monocapa segun
describe Harlow (1999). Para ello, las células en el cubreobjeto fueron lavadas con PBS
y fijadas con 3% paraformaldehido en PBS por 20 min. Luego fueron lavadas 3 veces

con PBS y se incubaron con 50 mM NH4CIl en PBS por 10 min a temperatura ambiente.
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Se lavaron 2 veces con PBS, después fueron permeabilizadas con 0,1 % Triton X-100
y 0,05% SDS en PBS por 5 min a temperatura ambiente. Después las células se
lavaron 3 veces con solucion de blogueo 0,2 % gelatina, 0,5 mM azida de sodio en
PBS, incubando por 5 min cada vez. Se diluyé el anticuerpo primario (ver materiales
anticuerpos primarios) como indica el proveedor, en 0,2 % gelatina, azida de sodio 0,5

mM en PBS, incubando durante 90 min a temperatura ambiente.

Transcurrido este tiempo, se realizaron tres lavados con 0,2 % gelatina, 0,5 mM azida
de sodio en PBS por 5 min cada uno y se adicioné el anticuerpo secundario anti-lgG de
conejo o de ratdn conjugado a Alexa-fluor 594 diluido 1:500 en solucion de bloqueo. Se
incubd a temperatura ambiente por 60 min. Finalmente se lavaron los cubreobjetos y se
montaron en portaobjetos usando medio de montaje fluorescente (Dako), luego se
dejaron secar al aire por 30 min y se sellaron los bordes con esmalte y se visualizaron

la preparaciones en microscopio de epifluorescencia o confocal.

3.2.17.1. Anticuerpos y sus respectivas diluciones.

3.2.17.1.1. Anticuerpos primarios.

Para la deteccion de hGBF1 se utilizaron los anticuerpos primarios H154 y 9D4 a

dilucion 1:500.

Para la deteccién de hBIG1 se utilizé el anticuerpo primario 9D3 a una dilucién de

1:500.
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Para la deteccion de COPI se utiliz6 el anticuerpo primario M3A5 a una dilucion de

1:100.

Para la deteccion de p115 se utilizé el anticuerpo primario 7D1 a una dilucién 1:1000.

Para la deteccién de clatrina se utilizé el anticuerpo primario X22 a una dilucién de

1:1000.

Para la deteccion de gigantina se utilizo el anticuerpo primario contra giantina a una

dilucion de 1:2000.

Para la deteccidbn de VSV-G-ts-045 se utilizd el anticuerpo primario anti VSV-G

comercial a una dilucién 1:1000.

3.2.17.1.2. Anticuerpo secundario.

Se utilizaron, anticuerpo de cabra contra IgG de conejo conjugado a Alexa Fluor 594 y
anticuerpo de cabra contra IgG de raton conjugado a Alexa Fluor 594 ambos a dilucion

1:600.

3.2.18. Extraccion de proteinas desde lineas celulares de mamifero.

Para extraccién de proteinas con detergente, se prepararon lisados de células 293
EBNA crecidas en monocapa sobre placas de 100 mm con 1ml de tampén de lisis frio
(PBS- 1% Tween 20, 1mM PMSF y mezcla de inhibidores de proteasa) por 10 min
sobre hielo. Con ayuda de un rastrillo se recolectaron las células y se depositaron en un

tubo de centrifuga, todo sobre hielo. El lisado fue disgregado a través de 10 lentas
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pasadas por una jeringa usando una aguja de calibre 22 y centrifugado a 800 x g por 10

min a 4°C.

El sobrenadante PNS (sobrenadante post-nuclear), fue almacenado a -20°C en tampén
de muestra (0,063M tris/HCI (pH 6.8), 2% SDS, 0,01% Azul de bromofenol y 10%

Glicerol).

3.2.19. Electroforesis en geles de poliacrilamida.

Se confeccionaron los geles con el sistema de tampon discontinuo en condiciones
denaturantes descrito originalmente por Laemmli (1970). Los geles fueron organizados
entre dos placas de vidrio y espaciadores de teflon. El gel separador se preparé con
acrilamida-bisacrilamida 30% (p/v), a una concentracion final de 8% (p/v), tamponado
con Tris- HCI 1,5 M, pH 8.8 y SDS 0,4%. EIl gel espaciador en cambio, se prepard a una
concentracion final de 6% (p/v) tamponado con Tris-HCI 0,5 M, pH 6.8 y SDS 0,4%.
Ambos fueron polimerizados con persulfato de amonio 0,05% (p/v) y TEMED 0,15%
(p/v) de concentracion final. Las muestras con tampon de muestra y con un 1.5% (v/v)
de B-mercaptoetanol fueron denaturadas calentandolas en un bafio termorregulado a

90°C por 5 min, para luego fueron cargadas cuidadosamente en los pocillos del gel.

El sistema ya montado e inmerso en tampon de corrida compuesto de 25 mM Tris-HCI,
0,19 M glicina'y SDS 0,1% (p/v), se le aplicé un voltaje de 80V y en el momento en que
las muestras entraron al gel separador se aumenté el voltaje a 120V. Una vez que se
cayo el frente i6nico se dejo en la misma condicidn por aproximadamente 90 min mas

hasta su transferencia.
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3.2.20. Western Blot.

Realizada la corrida electroforética, los geles fueron electrotransferidos a una
membrana de nitrocelulosa en tampén de transferencia (48 mM Tris base, 39 mM
glicina, 0.037% SDS, 20% metanol y 2.5 % isopropanol), se transfiri6 a 12V durante

toda la noche a 4°C.

Se tomé la membrana ya transferida y se procediéo a bloquear los sitios libres con
solucién Blotto (0.1% v/v Tween, 20, 5% p/v leche descremada en tampo6n PBS), luego
se incubd con el primer anticuerpo dependiendo del experimento, a la dilucién indicada
por el proveedor por un tiempo minimo de 90 min. Después se realizaron 3 lavados con
0.1% Tween 20, 1% leche descremada en PBS, cada uno de 10 min con agitacion
suave. Se incub6 con el segundo anticuerpo conjugado con peroxidasa anti- IgG de
conejo, dilucién 1:5000, por 60 min. Luego se lavé con PBS 3 veces por 10 min con

agitacion suave.

Para la deteccion de los complejos de proteinas-anticuerpo, la membrana fue revelada
a través de la tincion con DAB (0.15 % H,0, DAB 0.5 mg/ml, 0.3 % Tween 20 en PBS)

y también por el sistema de deteccidn por quimioluminiscencia ECL.

3.2.21. Microscopia de fluorescencia (epifluorescencia 6 confocal).

La observacion de las células transfectadas con las construcciones shRNA en pSuper o
pSuper inducible, se realizé a través de un microscopio de epifluorescencia el cual

excita las muestras a una longitud de onda de 488 nm.
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De igual manera se realiza en un microscopio confocal, el cual excita las muestras a la

misma longitud de onda a través de un laser de argon.

Las imagenes capturadas fueron obtenidas a través de camaras digitales de alta
resolucién acopladas a los microscopios. Estas fueron procesadas para brillo, contraste
y ajuste de modo a escala de grises por medio del software Adobe Photoshop. Las
imagenes de geles de agarosa fueron invertidas a negativo para optimizar su resolucién

a través del mismo software.
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4. RESULTADOS

En el desarrollo del trabajo de tesis, se confeccionaron construcciones shRNA (short
hairpin RNA) especificas contra hGBF1, hBIG1 y hBIG2 en el vector pSuper. Estas
construcciones fueron empleadas para el estudio del efecto producido sobre
marcadores de la via secretoria por la disminucion en la expresion de estos GEFs.
Ademas se analizo la secrecion de una proteina G (VSV-G-ts-045) desde su origen,
hasta su llegada a la membrana plasmatica. pSuper fue modificado a pSuper inducible
con el objetivo de mejorar las propiedades del vector, y con esto la capacidad de

controlar la expresion de siRNA en forma estable.

4.1. Disefio de secuencias y estrategias de clonamiento

pSuper, es un vector plasmidial de 5429 pb que presenta marcadores de transfeccion
como EGFP (proteina fluorescente verde) para células de mamifero y marcador de
seleccion (ampicilina) para el trabajo con bacterias. No obstante, éste presenta un
disefio particular (Figura 6). Existen 6 pb entre los sitio Hindlll y Bglll, requeridos para
insertar las secuencias que expresaran horquillas de RNA. Esto provocé una baja
eficiencia en la doble digestion del vector con ambas enzimas, ya sea por separado o
juntas en la mezcla, debido a que el segundo sitio se ubica muy cercano al extremo del
DNA linearizado. El problema fue corregido haciendo una modificacion al vector como
se describe a continuacién: se utilizé una fracciéon del DNA del bacteriéfago lambda,
especificamente la del estandar lambda digerido con la enzima de restriccién Hindlll,

del cual se aislaron y purificaron las dos bandas centrales (2322 pb y 2027 pb).
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Estas fueron insertadas en el vector después de su linearizacion con la enzima de
restriccion Hindlll (seccién 3.2.11). Luego se procedié a digerir el vector con el
fragmento del fago lambda insertado con la enzima de restriccion Bglll, y se verifico la
linearizacion total en un gel de agarosa 1,3%, como muestra la figura 7. Después se
purifico el fragmento linearizado por extraccion desde un gel de agarosa (seccion 3.2.8)
y el DNA fue digerido con la enzima de restriccion Hindlll, donde se verifico la pérdida
del fragmento insertado en un gel de agarosa 1,3% (Figura 8). Luego se llevo a cabo la
extraccion del fragmento de 5423 pb desde un gel de agarosa (seccion 3.2.8). Este
tratamiento garantiza un vector con la doble digestion y que presenta escasas

posibilidades de religacién al momento de clonar los oligos de silenciamiento.

Luego de obtener el vector doblemente digerido con Hindlll y Bglll y purificarlo, se
precedié con el clonamiento de los oligos para cada transcrito blanco. Basados en el
analisis de las librerias génicas disponibles en la base de datos del NCBI (National
Center for Biotechnology Information), propusimos el disefio de los oligos los cuales
fueron verificados por Dharmacon (Lafayette, CO, USA) como posibles blancos de
hGBF1, hBIG1 y hBIG2. Para confirmar el clonamiento de los oligos en el vector pSuper
existen dos formas segun lo descrito por el proveedor, que consiste en dos analisis de
restriccion. El primero mediante digestion con la enzima de restriccion Bglll, ya que este
sitio se pierde cuando las secuencias son clonadas y el segundo mediante el andlisis
por doble digestién con las enzimas de restriccion EcoRI y Hindlll, con lo que se puede
observar una diferencia de 60 pb en las construcciones positivas respecto al control

(vector vacio).
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Vector + inserto
Linearizado
7751pb

Figura 7: Analisis de restriccion de pSuper con fragmento del bacteriéfago
lambda insertado. Gel agarosa 1,3%. carril 1: estandar lambda Hindlll; carril 2 pSuper
modificado con fragmento 2322pb (7751pb); Resultado de la digestion con la enzima de

restriccion Bglll de pSuper modificado.
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Figura 8: Anélisis de restriccion de la doble digestién de pSuper con fragmento
del fago lambda insertado. Gel agarosa 1,3%. carril 1: estandar lambda Hindlll; carril
2: resultado de la doble digestion con Bglll y Hindlll de pSuper modificado, que muestra
la liberacion del inserto de 2322 pb proveniente del DNA del bacteriofago lambda

digerido con Hindlll.
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El resultado en cuanto al primer analisis de restriccion presenté complicaciones con las
construcciones para la secuencia 2 (hGBF1), ya que estos oligos presentan un sitio
para Bglll (ver secuencias seccion 3.2.10.1), no obstante se confirmd con el segundo

analisis que se ilustra en la figura 9.

Una vez obtenidas las construcciones para cada transcrito blanco, se analiz6 la
eficiencia de cada una en el silenciamiento de la expresion de cada proteina. Como
muestran las figuras 10 y 11, se hicieron transfecciones transientes (Seccion 3.2.15) a
las lineas celulares HelLa y 293 EBNA. Las muestras se procesaron para
inmunotinciones con los anticuerpos 9D4 y 9D3, que reconocen el dominio sec7 de
hGBF1 y hBIG1 respectivamente. El resultado fue un apagamiento sustancial de las
proteinas blanco, y similar en cuanto a la eficiencia de cada construccién. Ademas se
aprecia con claridad las células transformadas de las que no, por la expresion del
marcador de transfeccién de pSuper, GFP.

Luego de verificar la eficiencia de la inhibicion por las secuencias para cada proteina, lo
primero fue determinar lo que ocurre con la inhibicion entre hGBF1 y hBIG1. Como se
ilustra en las figuras 10 y 11 (panel B), el silenciamiento individual de cada GEF no

altera la expresion del otro y viceversa.

4.2. Analisis cuantitativo del silenciamiento de hGBF1 y hBIG1 por Western Blot

no es suficientemente sensible.

Células 293 EBNA fueron transformadas con los plasmidios que expresan las
secuencias inhibitorias para hGBF1 y hBIG1. Al alcanzar 92 h se llevo a cabo la

extraccion de proteinas (seccion 3.2.18). Luego de efectuar una electroforésis en gel de
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hGBF1 hBIG1 hBIG2

Figura 9: Doble digestion Hindlll y EcoRI para la verificacion de las secuencias
clonada en pSuper. Gel agarosa 2%. A: estandar DNA fago lambda digerido Hindlll; B:
estandar 100pb; Ctrl corresponde a pSuper vacio; la leyenda superior indica las
secuencias y clones verificados. Se sefiala la diferencia de 60 pb entre el vector vacio

(Ctrl) y los clones positivos.
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Figura 10: Eficiente silenciamiento de hGBF1 no afecta la expresion de hBIG1. A:
panel de inhibicidn por construccién (sec2 y sec3) de hGBF1. B: panel de efecto sobre
de hBIG1 por silenciamiento de hGBF1. El contorno de las células transformadas con

pSuper (GFP-positivas) ha sido marcado en Adobe Photoshop. Barra indica 10um.
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Figura 11: Eficiente silenciamiento de hBIG1 no afecta la expresion de hGBF1. A:
panel de inhibicidén por construccion (sec B y sec C) de hBIGL1. B: panel de efecto sobre
de hGBFL1 por silenciamiento de hBIG1. El contorno de las células transformadas con

pSuper (GFP-positivas) ha sido marcado en Adobe Photoshop. Barra indica 10um.
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poliacrilamida en condiciones denaturantes (seccion 3.2.19), se procedié a hacer la
transferencia a una membrana de nitrocelulosa. Una vez hecho el tratamiento del blot
con anticuerpos especificos para cada proteina (9D3 para la region sec 7 de hBIGl y

9D4 para region sec 7 hGBF1), se procedio a revelar la membrana (seccién 3.2.20).

El resultado obtenido (no mostrado), no presentd una disminucion reproducible de la
cantidad de sefial para cada proteina. Esto ocurre, ya que la transformacion de las
células no sobrepasa el 30%, y la inhibicién total de estas células alcanza un valor de
80% aproximadamente (Tabla 1). Luego en el mejor de los casos, esperamos una
disminucién del 20% en los niveles de cada GEF en la poblacién celular, lo que cae

dentro del error experimental de este tipo de determinacion.

4.3. Creacion de pSuper inducible, un vector mas versatil.

Después de nuestros primeros resultados, decidimos crear una linea celular estable,
gue sea manejable en cuanto a la expresion temporal de los siRNAs. Con este motivo
se busco informacion relacionada a lineas celulares inducibles. Encontramos una
referencia respecto a la modificaciéon del promotor H1 presente en pSuper la cual se
esquematiza en la Figura 13. En ésta se ilustra la modificacion necesaria en el DNA que
consiste en el reemplazo de 19 pb en el promotor, cercano al sitio de inicio de la
transcripcion (posicion -23 a la -5). En esta region (operador Tet), ocurre la union del
represor Tet, el cual es expresado por ciertas lineas celulares y es capaz de bloquear la

expresion de las horquillas de siRNA contra los transcritos de las proteinas blanco.



Silenciamiento de hGBF1

Silenciamiento de hBIG1

Total 78%
Parcial 19%
Sin Efecto 3%

Total 82%
Parcial 16%
Sin Efecto 2%
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Tabla 1: Porcentaje de células GFP positivas que exhiben apagamiento para el

GEF blanco por inmunofluorescencia. Se procesaron 11 campos oculares con

n=13+2 células con 30% de transformacién (GFP positivas).
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Figura 12: Esquema de modificacién de promotor H1. A: ilustra las modificaciones
en la secuencia de pSuper a pSuper_tet; B: mecanismo de accidén del represor tet,
bloqueo de expresion de horquillas de RNA vy liberacién por interaccién de Doxiciclina

con el represor tet. Imagen modificada desde van de Wetering et al., 2003.
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Este evento puede ser inhibido por antibiéticos como tetraciclina y doxiciclina (derivado
semi-sintético de tetraciclina), que se unen al represor cambiando su conformacién y asi

evitan la union de éste al operador Tet.

Para la obtencion de pSuper inducible se disefié un protocolo de PCR mutagénico, en el
cual se utilizaron partidores complementarios a la secuencia del promotor H1 presente
en pSuper que contienen la secuencia del operador Tet. Este fragmento fue amplificado
usando una mezcla de DNA polimerasas pfu y Taq en relacién 1:5U. En la figura 13A
(carril 1) se muestra el producto de PCR, un fragmento de 2566 pb que corresponde al
tamafio esperado. Luego éste se subcloné en pGEM-T Easy, del que fue liberado con
las enzimas de restriccion BamH1 y Hindlll (Figura 13A, carril 2). Después de la
liberacion del fragmento con las enzimas de restriccion mencionadas, se encontré un
problema por la escasa separacion entre la banda deseada y la del vector en un gel de
agarosa 1,3%. Esta minima separacion dificultd la extraccién y purificacion. Para
solucionar este problema se utilizé una estrategia diferente, la cual consistié en explorar
el mapa fisico de pSuper y buscar un sitio de restriccion cercano al sitio Hindlll, que
incorporara la modificacion y con esto aumentar la diferencia de los fragmentos, para
facilitar el aislamiento y purificacion. Como se muestra en la figura 13B, los sitios
utilizados fueron Hindlll y Aflll con lo cual se logré6 aumentar la diferencia de tamafio y
subsecuente separacion de los fragmentos en un gel de agarosa, lo que permite una

mejor manipulacién en cuanto a la purificacion tanto en pGEM-T Easy como en pSuper.



56

1 2 i
A gy Sty B
2D
nixph — %ﬁ:
o]
oo —— S G
AMi1pb - -]
Fory- -]
[ W
20ITpb
S8ank

Figura 13: Modificaciones y preparacion de pSuper_tet. Geles de agarosa 1,3%. A
carril 1: producto de PCR del promotor H1 modificado. carril 2: liberacion del producto
de PCR del promotor H1 tet desde pGEM-T Easy con Hindlll y BamHI; carril 3: Std
Lambda Hindlll; carril 4. pSuper digerido con Hindlll y BamHI. B carril 1: Std Lambda
Hindlll, carril 2: liberacion de producto PCR promotor H1 modificado desde pGEM-T
Easy con Hindlll y Aflll; carril 3: pSuper digerido con Hindlll y Aflll. A indica la banda
extraida que corresponde a la liberacion del fragmento de PCR desde pGEM-T Easy y

B a la banda extraida de pSuper para su posterior ligacion
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Después de purificar los fragmentos que se ilustran en la figura 13B (fragmentos A y B)
se llevo a cabo la reconstruccion de pSuper con el promotor H1 modificado
(pSuper_tet). Luego se verifico la integridad de pSuper inducible por medio de analisis

de restriccion y secuenciacion.

4.4. Optimizaciéon de pSuper_tet para clonamiento de oligos siRNA.

Después de la obtencion de pSuper_tet, se siguid el procedimiento descrito para la
doble digestion enzimética de pSuper con Hindlll y Bglll (Seccion 3.2.11), que optimiza
el clonamiento de los oligos para hGBF1, hBIG1 y hBIG2. Como ilustra la figura 14, el
clonamiento del fragmento del fago lambda pSuper_tet, muestra que al ser digerido con
la enzima de restriccion Bglll hay una linearizacion, la cual arroja un fragmento de 7455
pb, que es el resultado de la suma de pSuper_tet (5428 pb) y el fragmento del fago
lambda (2027 pb). Luego este fragmento (7455 pb) fue purificado desde un gel de
agarosa (seccion 3.2.8) y digerido con la enzima de restriccion Hindlll, lo que resulta en
la perdida del fragmento del fago lambda antes mencionado (Figura 15). Después este
fragmento de 5422 pb fue purificado por extraccion desde un gel de agarosa. Luego de
obtener el vector doblemente digerido con las enzimas de restriccion Hindlll y Bglll, se
purifico y llevé a cabo la insercion de los distintos oligos dirigidos contra cada uno de los
transcritos blanco. En la figura 16 se ilustra el resultado del clonamiento por doble
digestidén con las enzimas de restriccion EcoRI y Hindlll que muestra una diferencia de

60 pb del control (pSuper_tet vacio) con las construcciones con clonamiento positivo.
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1 2
23130pb
94 16pb Vector + inserto
= - Linearizado
4316pb
2322pb
2027pb

Figura 14: Analisis de restriccion de pSuper inducible modificado con fragmento
del bacteriéfago lambda. Gel de agarosa 1,3%. carril 1: estandar lambda Hindlll; carril
2 pSuper_tet modificado con fragmento 2027 pb proveniente del DNA del bacteri6fago

lambda digerido con Hindlll (7455 pb);
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Vector
5422 pb

Inserto
2027 pb

Figura 15: Andlisis de restriccion de la doble digestion pSuper_tet modificado con
fragmento del fago lambda. Gel de agarosa 1,3%. carril 1: estandar lambda Hindlll;
carril 2: resultado de la doble digestion con Bglll y Hindlll de pSuper_tet modificado,
gue muestra la liberacion del inserto de 2027 pb proveniente del DNA del bacteriéfago

lambda digerido con HindllII .
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Figura 16: Confirmacién de las secuencias clonada en pSuper_tet por doble
digestion Hindlll y EcoRI. Geles de agarosa 2%. std: estandar 100 pb; Citrl:
corresponde a pSuper_tet vacio; leyenda superior indica las secuencias verificadas. Se

sefala la diferencia de 60 pb entre el vector vacio (Ctrl) y los clones positivos.
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4.5. Efecto del silenciamiento de hGBF1 y hBIGs sobre los marcadores de la via

secretoria.

Con las nuevas construcciones basadas en pSuper inducible que silencian la expresion
de hGBF1 y hBIGs, se llevo a cabo el andlisis de los marcadores de la via secretoria.
Para este analisis se utilizaron las construcciones en transfecciones transientes en las
lineas celulares HeLa y 293 EBNA. Las muestras se procesaron con un anlisis
cualitativo de inmunotincibn con anticuerpos especificos para algunos de los
marcadores de la via secretoria (Seccion 3.1.1). Como muestra la figura 17 (panel
superior), al silenciar la expresion de hGBF1, hay dispersion de la sefial para el
marcador COPI. Estudios cuantitativos indicaron que el 80% de las células
transformadas (GFP positivas) arrojan este patron, que muestra una perdida detectable
de estructuras de Golgi. El silenciamiento de hGBF1 causa ademas una redistribucion
en marcadores de cis-Golgi, tal es el caso de p115 y de la matriz del Golgi (Gigantina).
Esta ultima una fraccion se acumula en forma puntiforme como se aprecia en la figura
17 (panel superior). Al observar el marcador clatrina no se observa ninguna alteracion
en células GFP positivas, al compararlas con el control. Estos resultados confirman que
la presencia de hGBF1 es requerida para el reclutamiento de COPL1 y asi estabilizar el
complejo de Golgi. Estudiamos también el efecto del silenciamiento de los GEFs hBIG1
y hBIG2 sobre la via secretoria. Como ilustra la Figura 18, no existe un efecto aparente
y significativo de estos en los marcadores estudiados de la via secretoria desde cis a
trans-Golgi, tanto en el silenciamiento simultaneo de hBIG1 y hBIG2, como en forma

individual (datos no mostrados).
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Figura 17: Inhibicién en la expresion de hBGF1 por medio de shRNAs altera la
distribucion de los marcadores tempranos de la via secretoria. El contorno de las
células transformadas con pSuper_tet (GFP-positivas) ha sido marcado en Adobe

Photoshop. Barra indica 10pum.
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Figura 18: Inhibicién en la expresién de hBIGs por medio de shRNAs no altera la
distribucion de los marcadores de la via secretoria. El contorno de las células

transformadas con pSuper_tet (GFP-positivas) ha sido marcado en Adobe Photoshop.

Barra indica 10um.
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4.6. Los andlisis cuantitativos confirman los resultados observados en los

marcadores por inhibicion de la expresion de hGBF1 y hBIGs.

Para confirmar si los resultados observados con los marcadores de la via secretoria son
representativos, se realizé un catastro de todas las imagenes obtenidas de los
experimentos efectuados. Se llevo a cabo un recuento del total de células por campo
ocular (n=13+2) de cada imagen, las cuales tienen una transformacion aproximada de
30% (GFP positivas). El resultado estadistico arrojé valores que manifiestan que el
analisis de los marcadores de la via secretoria es representativo para el efecto de

inhibicién de la expresion de cada GEF (Tabla 1y Figura 19).

4.7. La inhibicion de la expresion de hGBF1l mediante shRNAs bloquea la

secrecion de la proteina VSV-G.

Después de los efectos observados en los marcadores de la via secretoria, se
confecciono el protocolo que se describe en la seccidén 3.2.16, para demostrar el efecto
que la inhibicion de la expresion de hGBF1 y hBIGs produce en el trafico de una
proteina secretada a la membrana plasmatica. Para esto, células HelLa fueron
transformadas con plasmidios pSuper_tet que expresan las secuencias inhibitorias
contra hGBF1 6 hBIGs y después de 72 horas re-transformadas con un plasmidio que
expresa la proteina VSV-G-ts-045. Posteriormente fueron incubadas a temperatura no
permisiva (40°C) donde esta proteina es retenida en el reticulo endoplasmatico debido
a que se encuentra mal plegada. Finalmente una vez completado el tiempo requerido

(92 h), las placas fueron llevadas a un bafio termorregulado a 32°C, temperatura en la
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que la proteina obtiene un correcto plegamiento y es secretada desde el RE. Luego las
muestras fueron fijadas con paraformaldehido a los tiempos indicados y procesadas

para microscopia confocal utilizando el anticuerpo monoclonal anti-VSVG.

Como ilustra el control (Figura 20) la secrecién de la proteina VSV-G a temperatura
permisiva (32°C), muestra que a tiempo cero esta proteina se encuentra acumulada en
RE, luego a los 30 min se encuentra en compartimentos asociado a Golgi y ya a
tiempos posteriores (120 min y 6 h) se encuentra finalmente en la membrana
plasmatica. En cambio el resultado arrojado al inhibir la expresién de hGBF1 muestra
que se bloquea totalmente el trafico de VSV-G en compartimentos puntiformes
correspondientes aparentemente al ERGIC-Golgi (Figura 21). Al observar
detenidamente los experimentos se observa una acumulacion puntiforme de estructuras
brillantes después de 2 horas de liberacién por cambio de temperatura (32°C) desde
RER. Esta acumulacién particular no es causada por stress celular o agregacion de
proteinas no secretadas a una temperatura no permisiva (40°C), ya que este fenomeno
es también observado cuando hay un cambio directo a 32°C, evitando la incubacion a
40°C (Figura 21; 6 horas).

Al analizar el efecto con la inhibicién de la expresion de hBIGs, como ilustra la figura 22,
no se observa bloqueo de la secrecion de VSV-G a temperatura permisiva (32° C) post-
liberacion de RER. La secrecion de VSV-G en células transformadas con las
construcciones que inhiben la expresion de hBIGs corresponde al patron arrojado por
las células control, o sea, aquellas que fueron transformadas con el vector vacio

(Figura 20).
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Figura 20: pSuper_tet vacio no bloquea la secrecion de VSV-G. Células Hela
fueron transformadas con pSuper_tet vacio y re-transformadas después de 72 horas
con un plasmidio que expresa la proteina VSV-G. Las células fueron incubadas y
procesadas por los tiempos y condiciones como se indica en métodos seccion 3.2.16. El
contorno de las células transformadas con pSuper_tet (GFP-positivas) ha sido marcado

en Adobe Photoshop. Barra indica 10pum.
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Figura 21: La inhibicion de la expresién de hGBF1 bloguea la secrecién de VSV-
G. Células Hela fueron transformadas con los plasmidios que expresan las secuencias
inhibitorias contra hGBF1 y re-transformadas después de 72 horas con un plasmidio
que expresa la proteina VSV-G. Las células fueron incubadas y procesadas por los
tiempos y condiciones como se indica en métodos seccion 3.2.16. El contorno de las
células transformadas con pSuper (GFP-positivas) ha sido marcado en Adobe

Photoshop. Barra indica 10pum.
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Figura 22: La inhibicién de la expresion de hBIGs no bloquea la secrecion de
VSV-G. Células Hela fueron transformadas con plasmidios que expresa las secuencias
inhibitorias contra hBIGs y re-transformadas después de 72 horas con un plasmidio que
expresa la proteina VSV-G. Las células fueron incubadas y procesadas por los tiempos
y condiciones como se indica en la seccién 3.2.16. El contorno de las células
transformadas con pSuper (GFP-positivas) ha sido marcado en Adobe Photoshop.

Barra indica 10um.
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Brefeldina A fue utilizada en estos experimentos como un control de secrecién. El efecto
mostro un patron esperado, ya que esta droga es capaz de inhibir la activacion de ARF,
lo que impide el reclutamiento de COPI, provocando el blogqueo de la via secretoria. En
nuestros resultados, al emplear esta droga, no hay salida de VSV-G desde el RER
hacia la membrana plasmatica (Figura 20, 21 y 22). En cambio los experimentos en los
cuales se utilizé solo el solvente (DMSO), estos no mostraron alteracion en la secrecion
de VSV-G, ya que esta proteina presentd salida normal del RER (Figura 20), evento
también observado en el silenciamiento de hBIGs (Figura 22). Sin embargo, en la figura
21, se observa retencion de la proteina, debido al silenciamiento de hGBF1 en
presencia del solvente. Por lo tanto, concluimos que el bloqueo secretorio causado por
el silenciamiento de GBF1, ocurre en una etapa posterior a la salida de VSV-G desde el

reticulo endoplasmico.
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5. DISCUSION

En la presente tesis se realizé un estudio de la funcion de GBF1, BIG1 y BIG2 en la via
secretoria mediante la inhibicion de su expresion a través la técnica de siRNA. Para
este proposito, el trabajo se dividié basicamente en dos etapas. La primera consistio en
la elaboracion de las herramientas para nuestro estudio, donde se disefiaron los oligos
siRNA para los transcritos blancos y el clonamiento de estos en el vector pSuper. La
siguiente etapa, consistio en la aplicacion de las herramientas descritas, en la cual se
observd que el silenciamiento de hGBF1 provoco alteracion de los marcadores
tempranos de la via secretoria y por consiguiente el bloqueo de VSV-G-ts-045 en la
region entre el reticulo endoplasmatico y el Golgi correspondiente a ERGIC (ER-Golgi
Intermediate Compartment). El silenciamiento de hBIG1 y/6 hBIG2 por su parte, no
provocaron alteraciones observables.

El transporte vesicular entre las cisternas de Golgi, y el transporte retrogrado desde el
Golgi al reticulo endoplasmatico, depende especificamente del manto protéico COPI y
de la GTPasa ARF1 (Donaldson et al., 1992a). El manto COPI, que corresponde a un
complejo proteico citosdlico pre-ensamblado (Waters et al.,, 1991), es reclutado por
ARF1 en las membranas para la produccion de yemas, que eventualmente daran origen
a vesiculas recubiertas. La activacion de ARFs es causada por intercambio de GDP
unido a la proteina por GTP, regulado por factores de intercambio de GTP o GEFs
(GTP Exchange Factors).

Brefeldina A, es una lactona heterociclica de origen fungico que provoca dispersion de

los marcadores de Golgi (Klausner et al., 1992 y Pelham, 1991) y es capaz de inhibir la
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activacion de ARF, debido al bloqueo del intercambio de GDP por GTP, lo que impide el
cambio conformacional requerido para su asociacion a las membranas de Golgi
(Donaldson et al., 1992b; Helms y Rothman, 1992; Randazzo et al., 1993;Franco et al.,
1995; Franco et al., 1996). Este bloqueo es causado porque esta droga es capaz de
unir y estabilizar el complejo ARF/GDP/GEF (Peyroche et al., 1999 y Mansour et al.,

1999).

Mencionando algunas caracteristicas descritas de los GEFs involucrados en este
trabajo, podemos sefalar que GBF1 se desplaza ciclicamente entre el citosol y las
membranas de Golgi y la region ERES/VTC (Zhao et al., 2002). Es el Unico integrante
del grupo de GEFs de alto peso molecular que es resistente a BFA in vitro (Claude et
al., 1999). La resistencia inducida por GBF1, se manifiesta tanto en la capacidad de las
células sensibles a crecer en presencia de esta droga, como de mantener la estructura
normal del Golgi en altas concentraciones de este compuesto cuando GBF1 es
sobreexpresado. Recientes investigaciones han revelado que los enterovirus (gj. virus
del polio y virus coxsackie), miembros de la familia de picornavirus, importantes
patdgenos humanos por producir una amplia variedad de enfermedades, inhiben el
reclutamiento de COPI sobre el Golgi por inactivacion de GBF1 (Wessels et al., 2007).
Sin embargo, la sobreexpresion de este GEF es capaz de recuperar la transcripcion del
virus del polio cuando este proceso ha sido inhibido por el uso de BFA (Belov et al.,
2005), lo que implica que la actividad de GBF1, es requerida para la funcion y formacion
de los complejos de replicacién viral y que estos requerimientos son la causa la

inhibicion del crecimiento del virus con el uso de esta droga.
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De BIG1 y BIG2 por su parte, se ha descrito que fueron co-purificados a partir de un
heterodimero desde extractos de cerebro de bovino y ensayos de inmunofluorescencia
indican que estos colocalizan en la region trans del Golgi (Yamaji et al., 2000). Por otro
lado se ha revelado que tanto BIG1 como BIG2 son incapaces de generar resistencia
celular frente a BFA en ensayos de sobreexpresion en células sensibles a la droga

(Claude et al., 1999; Shinotsuka et al., 2002).

Se han efectuado experimentos que describen a los ortdlogos de los GEFs de nuestro
estudio, Gealp, Gea2p y Sec7p, en levaduras (S. cerevisiae), como esenciales para el
funcionamiento de la via secretoria en estas células (Peyroche et al., 1999). Se ha
demostrado ademas que la funcion individual de estos GEFs no es intercambiable. Es
asi que los resultados de los experimentos realizados han revelado que la inactivacion
individual de Gealp 6 Gea2p no muestran un fenotipo alterado, sin embargo, las doble
mutantes de Gealp y Gea2p son inviables. Estos también han sido observados en la
inactivacién de Sec7p. Por lo tanto, esto demuestra que existe familias funcionales para
estos GEFs, lo cual se espera también ocurra en mamifero, GBF1 y BIGs (BIG1l y
BIG2). Por esta razén se decidio utilizar el doble silenciamiento de hBIG1 y hBIG2, para

asegurar la obtencion de un fenotipo observable.

Ensayos en los cuales se ha bloqueado la interaccion entre ARF y COPI, ya sea por el
uso de BFA (Lippincott-Schwartz et al., 1998) o por inhibicibn de GBF1 por virus
(Wessels et al., 2007), desencadenan la tubulacién de las membranas de Golgi y su
posterior absorcion por el reticulo endoplasmatico produciendo una dispersién de los

elementos internos de Golgi.
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5.1. Confeccion y mejoramiento de herramientas

El trabajo con la técnica de siRNA, requiere de preparaciéon para un silenciamiento
especifico. Como fue descrito las secuencias de los transcritos blanco se obtuvieron a
partir de las bibliotecas génicas del NCBI. Se ha descrito que para un correcto
desempeio en el silenciamiento, las secuencias seleccionadas deben presentar una
homologia exacta con el mensajero de la proteina blanco correspondiente. Ademas, su
contenido de GC debe estar entre un 36-52% y no presentar repeticiones del contenido
de timinas, ya que éstas pueden producir un codon de término para la polimerasa Il

evitando asi su expresion (Reynolds et al., 2004).

Una vez superada la etapa de seleccion y analisis de las secuencias utilizadas, la
eleccion de un vector capaz de expresar estas secuencias fue fundamental. Nuestra
eleccion fue pSuper un vector plasmidial de 5429 pb (Oligoengine, Seattle, USA), que
expresa horquillas de RNA y que ademéas posee un marcador de seleccién para la
manipulacion y clonamiento de los oligos en bacterias. Para el trabajo con células de
mamifero este vector también posee marcadores, uno de seleccion (neomicina) y otro
de expresion (EGFP), siendo este Ultimo muy importante a la hora de realizar un
andlisis cualitativo de expresion de proteinas, ya que nos permite la identificacion de las

células blanco (GFP positivas).

Auln con todos los requisitos mencionados, hay factores que son determinantes para un
analisis en profundidad con esta técnica. Como fue mencionado en los resultados de la
seccion 4.2, un estudio por la técnica de Western blot requiere de una transformacion

celular superior al 60%, con lo cual se pueda apreciar claramente la variacion en la
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expresion de una proteina. En nuestro caso solo fue posible alcanzar hasta un 30% de
transformacién con nuestras construcciones, por lo tanto, no fue posible realizar un

estudio detallado del silenciamiento de cada GEF a través de esta técnica.

En este trabajo se utilizaron las lineas celulares HeLa y 293 EBNA. Una caracteristica
de la linea celular HeLa es que presenta estructuras con mejor definicién a la hora
observar la localizacién de proteinas por inmunofluorescencia. En esta linea celular no
fue posible electroporar debido a la dificultad de estandarizar un procedimiento
adecuado y reproducible. Por otro lado, la maxima transfeccién alcanzada con lipidos
catibnicos fue hasta un 30%, lo que nos permiti6 un analisis de fenotipo por
inmunofluorescencia. La linea celular 293 EBNA fue utilizada en extraccion de proteinas
para un analisis de expresidon con la técnica de Western blot, donde nos encontramos

con los problemas de baja eficiencia en la transfeccién ya mencionados.

Debido a este problema y con el propésito de solucionarlo en un futuro, se ide6 una
forma de crear una linea celular que exprese los siRNA de forma controlada, lo que
consisti6 en agregar un elemento adicional al vector pSuper. La induccién de la
expresion de siRNAs en células que expresan un represor de la transcripcion ha sido
estudiado en detalle (van de Wetering et al., 2003). Este represor es capaz de unirse al
operador Tet, que corresponde a una secuencia especifica que puede ser ubicada en el
promotor H1, cercano al sitio de inicio de la transcripcion de pSuper, blogueandola (Yao
et al., 1998). Este represor ademas puede ser inhibido en células que lo expresan por el
uso de doxiciclina (derivado semisintético de tetraciclina) adicionado directamente al

medio de cultivo.
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Después de efectuar el reemplazo de secuencia del promotor H1 presente en pSuper a
través de la técnica de PCR y luego de clonar los oligos, se transfectaron las nuevas
construcciones ahora en pSuper_tet. Luego de observar las células, se confirmé que el
vector modificado cumplia el objetivo principal de expresar siRNA contra las proteinas
blanco por medio de ensayos de inmunotincion con anticuerpos especificos de igual
manera que las confeccionadas en el vector original. Esta nueva herramienta, sera

evaluada en el futuro préximo mediante la creacion de lineas celulares estables.

5.2. Efectos obtenidos con la aplicacion de las herramientas confeccionadas.

Una vez terminado el trabajo de disefio y confeccion de nuestras herramientas,

comenzo la etapa de aplicacion experimental de éstas.

Las células HeLa y 293 EBNA, fueron transformadas con las construcciones segun lo
descrito y luego de procesar las muestras para inmunofluorescencia con anticuerpos
especificos para cada proteina blanco (9D3 y 9D4 dirigidos contra sec7 de hBIG1l y
hGBF1 respectivamente), observamos que éstas silenciaban su expresion de forma
especifica y sustancial (Figuras 10 y 11). Para hBIG2 en cambio, no se pudo observar
el efecto de inhibicién, debido a que careciamos del anticuerpo especifico dirigido
contra esta proteina. Sin embargo, el laboratorio del Dr. Paul Melancon (U. de Alberta,
Canada) en colaboracion, evalu6 nuestras construcciones donde se comprobo de forma
positiva el silenciamiento de dicho GEF a través de ensayos de inmunotincion (datos no

mostrados).
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Refiriendonos especificamente a los efectos relacionados con el silenciamiento de
hGBF1, el descenso de los niveles de expresion de este GEF provoca alteraciones en
los marcadores tempranos de la via secretoria como se ilustra en la Figura 18. COPI, se
presenta en su forma soluble, disperso en el citoplasma, lo que indica que éste no esta
asociado a las membranas del aparato de Golgi en las células transformadas (GFP
positivas). Este suceso fue confirmado al observar una dispersion de pl115, proteina
originalmente identificada como el factor necesario para el transporte a través de Golgi
(Waters et al.,, 1992). Gigantina, una proteina integral del complejo de Golgi
(Soennichsen et al., 1998) se presenta dispersa, fendmeno que puede atribuirse a la
ausencia del reclutamiento de COPI por ARF, lo que desdestabiliza las membranas del
complejo de Golgi. Sin embargo el marcador clatrina, no presenta alteracion alguna en
su patron normal de distribucion. Esta proteina, que media la endocitosis y el transporte
entre el TGN y los endosomas probablemente no se muestra afectada, debido a que
esta regulada por otros tipos de proteinas denominadas Adaptinas (Gallusser y

Kirchhausen, 1993).

Para la secrecion de una glicoproteina, con la mutante termosensible VSV-G-ts-045
(Presley et al., 1997), se pudo observar que la participaciéon de GBF1 es imprescindible
en la via secretoria. Encontramos que existe un bloqueo total en su secrecion a
temperatura permisiva (32°C), con acumulacion de esta proteina entre el reticulo
endoplasmatico y el Golgi, estructura correspondiente a ERGIC (Figura 20). Este
resultado es una clara confirmacion de los efectos que se presentan cuando es utilizada
la droga BFA (Pelham, 1991 y Klausner et al., 1992) y por la infeccion con enterovirus

(Wessels et al., 2007) al inhibir la actividad de GBF. Se corrobora la importancia de
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GBF1 en el transporte retrogrado, que al estar silenciada no existe activacion de ARF y
por consiguiente, al no efectuarse el reclutamiento de COPI, se produce una
desestabilizacion del complejo de Golgi y el consecuente bloqueo de la via secretoria.
Este silenciamiento de GBF1 provoca la tubulacion de las membranas de Golgi
(Lippincott-Schwartz et al., 1998), las cuales finalmente al fusionarse con el reticulo
endoplasmatico desencadenaria la absorcion de todo el contenido del primero por el
segundo, llevando finalmente a la desaparicion del complejo de Golgi y un bloqueo de la

via secretoria.

Con todos los antecedentes descritos, postulamos el siguiente modelo:

GBF1 es fundamental para el correcto funcionamiento del eje central de la via
secretoria, sin embargo, BIG1 y/6 BIG2 no parecen ser necesarios en esta ruta ya que

podrian estar asociados a una via lateral que interconecta al TGN con los endosomas.

En base a este modelo, el silenciamiento de hBIG1 y/6 hBIG2, no parece ser
fundamental para la mantencion del complejo de Golgi y la secrecion de proteinas a la
membrana plasmatica. Al observar las células transformadas con las construcciones
dirigidas contra hBIG1 y/60 hBIG2 estas no muestran alteracion alguna de los
marcadores de la via secretoria utilizados (Figura 18), ni en la secrecion de la
glicoproteina modelo (VSV-G-ts-045) hacia la membrana plasmatica (Figura 22). Como
se menciono antes, estas proteinas colocalizan y conforman un heterodimero (Yamaiji et
al., 2000). Esto sugiere que hBIG1 pudiese tener la misma funcion biologica que hBIG2
en la via secretoria. Por lo tanto existe la posibilidad que el silenciamiento individual de

estos GEFs no produzca ninguan fenotipo, puesto que el GEF restante puede suplir la
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funcién del silenciado. Como precedente, rescatamos los resultados obtenidos en
levaduras con respecto a los GEFs Gealp y Gea2p, donde las mutantes de una u otra
proteina no producen un fenotipo alterado (Peyroche et al., 1996), pero la mutacion
simultanea de ambos genes es inviable. También se ha observado que aquellos
enterovirus que bloguean la via secretoria, inhiben la funcion de GBF1 y no de BIG1 6
BIG2. Esto es una clara sefal de la importancia de GBFL1 frente a los procesos, como la
funcidon y formacion de los complejos de replicacion viral (Wessels et al., 2007), que

estos virus la requieren para su ciclo de vida.

Recientemente, resultados obtenidos con nuestros colaboradores han comprobado que
la inhibicién simultanea de BIG1 y BIG2 bloquea el trafico desde el TGN (Trans Golgi
Network) hacia los endosomas (Manolea et al., 2007). Estos interesantes experimentos
no se pudieron realizar en nuestro laboratorio por la carencia de anticuerpos especificos

para BIG2 y para la via endosomal.

La técnica de siRNA es ampliamente utilizada en la actualidad para el silenciamiento de
genes. Con las herramientas confeccionadas en este trabajo, se abren nuevas puertas
para continuar la investigacion y caracterizacion de la funcién de estos GEFs. Esta
metodologia podria ser una buena manera de esclarecer la funcion de los procesos
relacionados con BIG1 y BIG2, los que aun se desconocen en gran parte. Ademas, las
construcciones que ofrecen control de la expresion de los siRNAs en pSuper_tet
(inducible), eventualmente podrian ser parte integral de una linea celular modificada con
expresion del represor Tet, y asi facilitar el andlisis de la funcién de los procesos que

involucran la via secretoria. Este sistema regulado, brindara la posibilidad de realizar un
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estudio mas refinado de la funcién de estos GEFs asociados a los procesos de tréafico
secretorio, al disponer de flexibilidad para seleccionar clones y controlar los tiempos de

silenciamiento.
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