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GLOSARIO DE ABREVIATURAS

GLOSARIO DE ABREVIATURAS

9cisRA: 9-cis-acido retinoico.

AR: receptor de andrégenos.

ATRA: todo trans (all-trans) acido retinoico.
BSA: seroalbumina bovina.

BTB: barrera hemato-testicular.

c.s.p.: cantidad suficiente para.

C: citosina/s.

CTA: antigeno cancer testiculo.

DAC: 5-aza-2"-desoxicitidina.

DHT: dihidrotestosterona.

DMEM: Medio Eagle Modificado por
Dulbecco.

DNMT: de novo metiltransferasa.
E: estradiol
ER: receptor de estrégenos.

GPAT: glicerol-3-fosfato aciltransferasa.

H: histona/s.

HDAC: histona desacetilasa.
HAT: histona acetiltransferasa.
KO: knock-out.

LB: medio Luria Bertani.

LPA: acido lisofosfatidico.

PA: acido fosfatidico.

PPAR: receptor del activador de
proliferacién de peroxisomas.

RA: acido retinoico.

RAR: receptor de acido retinoico.
RXR: receptor de acido retinoico X.
SFB: suero fetal bovino.

T: testosterona.

TB: buffer de transformacion.

TSA: tricostatina A.
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1. ESPERMATOGENESIS

1.1. CONCEPTOS GENERALES

Los testiculos de los mamiferos son drganos pares que esencialmente se encargan de la
produccién de espermatozoides y la sintesis de esteroides. Estdn compuestos por una serie de
tubulos y su tejido circundante, encerrados en una cdpsula de tejido conectivo, llamada tunica
albunginea. La espermatogénesis se lleva a cabo en los tubulos seminiferos, estructuras
tortuosas y curvas cuyos extremos desembocan en la rete testis, una anastomosis ubicada en el
polo vascular del testiculo. La rete testis se conecta por medio de los conductillos eferentes con
el epididimo, un tubo contorneado que se ubica en la parte superior posterior del testiculo. El
epididimo se conecta luego con el tubo deferente, que lleva a los espermatozoides maduros
hasta el conducto eyaculador. Los tubulos seminiferos estdn tapizados por un epitelio de
células germinales en diferentes etapas de la maduracion espermatica y de células de Sertoli.
Estdn envueltos por una tunica propia compuesta de células mioides contractiles (que ayudan a
mover a los espermatozoides hacia la rete testis), fibras de coldgeno, fibras eldsticas y, en
roedores y humanos, ademas contiene células de sistema inmune (monocitos y mastocitos). El
espacio intersticial esta compuesto principalmente por células de Leydig (células productoras
de andrdégenos), macroéfagos, vasos sanguineos y linfaticos, como también de terminaciones
nerviosas [1].

La espermatogénesis, es el proceso por el cual las células germinales masculinas se
desarrollan, se dividen y se diferencian para dar espermatozoides maduros. El epitelio que
recubre la luz de los tubulos seminiferos estd compuesto por células germinales ubicadas de
manera concéntrica, de forma que las células mas inmaduras (espermatogonias) se encuentran
sobre la membrana basal y a medida que van madurando (de espermatocito hasta
espermatozoide) van ocupando estratos cada vez mads cercanos al lumen del tubulo. Las células
germinales estan rodeadas en todo momento por el Unico tipo de célula somatica dentro de los
tubulos, las células de Sertoli, que son las responsables del movimiento de las células
germinales en maduracién hacia la luz del tubulo. El citoplasma de las células de Sertoli se
extiende desde la base del tubulo seminifero hasta el lumen y alrededor de las células
germinales, constituyendo su soporte nutricional y manteniendo las asociaciones celulares
necesarias para el proceso espermatogénico. Las uniones especializadas (estrechas y tipo Gap)
entre las prolongaciones citoplasmaticas de las células de Sertoli, cerca de la membrana basal,
constituyen en los testiculos de mamiferos la barrera hemato-testicular (BTB) o barrera Sertoli-
Sertoli, que impide que los tubulos seminiferos sean penetrados por vasos sanguineos,
linfaticos o nervios. Una de las funciones primordiales de la BTB es la de restringir el paso de
sustancias de manera paracelular hacia el compartimiento apical, regulando entonces la
entrada de nutrientes, moléculas regulatorias y toxicos, creando un microentorno. La BTB
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contribuye ademas a que el testiculo sea un sitio de inmunoprivilegio, es decir, impide la
deteccidn y la respuesta inmunoldgica hacia autoantigenos que residen en las células
germinales, muchos de los cuales son proto-onogenes y oncogenes que se expresan
transitoriamente durante la meiosis y la espermiogénesis. Por lo tanto, uno de sus roles mas
importantes es el de evitar la creacién de anticuerpos contra las propias células germinales [2].

Las células germinales se multiplican primero por divisiones mitéticas y luego por meiosis,
que comprende la duplicacion del genoma, la recombinacién entre cromosomas homadlogos y la
segregacion de los mismos a través de dos divisiones nucleares sucesivas para producir
espermatides haploides, células esféricas, que luego se diferencian a espermatozoides
altamente compactos, listos para ser liberados a la luz del tubulo seminifero. Los
espermatozoides terminan de madurar al atravesar el epididimo, donde adquieren movilidad y
fertilidad. Existen regiones del epididimo con diferentes microambientes que permiten este
proceso de maduracion. A este proceso se lo llama maduracidn post-testicular [3].

Para estudiar la espermatogénesis, el proceso ha sido dividido en etapas, teniendo en
cuenta los distintos tipos de células germinales presentes en un determinado momento en un
corte de tubulo seminifero, o en fases, que agrupa al proceso en mitosis, meiosis y
espermiogénesis [4]:

e Espermatogénesis dividida en etapas: el epitelio seminifero esta compuesto por células

de Sertoli y muchos tipos diferentes de células germinales. La complejidad de este
epitelio se simplificé para su estudio por Leblond y Clermont [1], que clasificaron al
epitelio en etapas, segun los tipos celulares germinales que pueblan o se “asocian” en un
determinado momento en un corte de tubulo seminifero. Definieron 14 asociaciones
entre células germinales en rata, llamadas etapas del ciclo del epitelio seminifero y las
denominaron con numeros romanos (I-XIV). Cada etapa contiene entre 4 o 5 tipos de
células germinales al mismo tiempo en un corte de tubulo seminifero. Entonces, una
generacion de células germinales en un estadio de la maduracidon espermatica se asocia
histolégicamente a otras generaciones de células germinales en otros estadios
madurativos. Estas asociaciones son precisas, exactas y altamente sincronizadas. La
sucesion secuencial en el tiempo de estas 14 asociaciones celulares en un area especifica
del tubulo se definié como ciclo del epitelio seminifero. En humano se definieron 6
etapas y en ratén 12 etapas [1].

e Espermatogénesis dividida en fases:

» Mitosis: las espermatogonias son células diploides que se dividen por mitosis y se
ubican en la membrana basal del tubulo. Los diferentes tipos de espermatogonias se
clasifican en tres tipos generales: A, intermedia y B, que a su vez se pueden subdividir
en mas clases.
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Meiosis: las espermatogonias B son las ultimas que se dividen por mitosis para
formar dos espermatocitos pre-leptoténicos (2n), iniciando asi la fase meidtica. Estas
espermatogonias se ubican cerca de la membrana basal, pero los espermatocitos en
leptoteno y zigoteno ya se comienzan a mover a través de la BTB. Esta division
celular se subagrupa en tres categorias: meiosis |, formacién de espermatocitos
secundarios (raramente observados al microscopio por su corta vida) y meiosis Il,
gue termina por formar las espermatides redondas (1n).

Espermiogénesis: comprende la transformacién de espermatides redondas esféricas

en espermatides elongadas y luego en espermatozoides que seran liberados a la luz
de los tubulos seminiferos. Este proceso de diferenciacion atraviesa 4 etapas: Golgi,
capping, acrosémica y madurativa. A través de estas etapas, las espermatides sufren
una serie de cambios drasticos en su nucleo, la compactacién de la cromatina, el
reemplazo de las histonas (H) por protaminas en el ADN, la formacién del acrosomay
el establecimiento del flagelo, para convertirse finalmente en espermatozoides. A
medida que se liberan los espermatozoides al lumen del tubulo, se forman los
llamados cuerpos residuales a partir del citoplasma sobrante de las espermatides,
que es fagocitado por las células de Sertoli.

En el siguiente cuadro comparativo se muestran los tiempos de duracion del ciclo del

epitelio seminifero y de la espermatogénesis en rata, ratén y en el hombre:

Tabla 1. Duracion del ciclo del epitelio seminifero y espermatogénesis en roedores y en el

hombre.
Espermatogénesis Ciclo del epitelio seminifero | Etapas del epitelio seminifero
Especie
Dias Cita Dias Cita Etapas Cita
Homo
) 64-68 [5, 6] 16 [5] |-V (7]
sapiens
Mus [8, 9] [9, 10] [11, 12]
34-35 8.6 I-XII
musculus
Rattus [10, 15, 16]
. 48-58 [11, 13, 14] 12.8-12.9 =XV [17, 18]
norvergicus
En el hombre, la espermatogénesis no comienza hasta la pubertad. En el testiculo

humano posnatal, las células de Sertoli inmaduras son el tipo celular mas abundante junto con

un pequeio numero de células germinales indiferenciadas. Las células de Sertoli secretan
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inhibina B hasta los 2-4 afios y hormona anti-Mdlleriana’ durante todo el periodo prepuberal.
Se conocen tres picos de aumento de la hormona testosterona en el hombre: uno a las 4-6
semanas de gestacidn, otro entre los 4 meses de gestacidn y los 3 meses de edad y el ultimo de
los 12 a los 14 afios. En concordancia con el aumento de testosterona posnatal, existe un
aumento bifasico en el nimero de células de Leydig, que comprende un aumento temprano
posnatal, seguido por una caida al nivel mas bajo a los 1,5 afios y luego un aumento continuo
en el numero de células hasta un plateau en la adultez. Con respecto al niumero de células
germinales, el nimero de espermatogonias aumenta 6 veces entre el nacimiento y los 10 afios
de edad, y este numero continla aumentando exponencialmente en la pubertad. La pubertad
marca el inicio de la produccidon de miles de espermatozoides diariamente y esta estimulada
por los altos niveles de testosterona circulantes. Junto con el inicio del ciclo espermatogénico,
es critico el correcto desarrollo del lumen tubular y la BTB. Aproximadamente dos afos después
de la primera espermatogénesis se alcanzan los niveles de testosterona del adulto. A diferencia
de las espermatogonias, las células de Sertoli y de Leydig no proliferan en el hombre adulto
[19].

A diferencia del hombre, los roedores no muestran un periodo de quiescencia testicular,
probablemente debido a la ausencia de una interrupciéon sostenida en la secrecidon de
gonadotropinas (FSH y LH). En ratas, el desarrollo testicular posnatal comienza temprano, las
primeras espermatogonias se detectan a los 7-8 dias y la pubertad se alcanza aproximadamente
a los 48 dias, cuando los primeros espermatozoides pasan al lumen del tubulo seminifero. En el
ratdn, las primeras espermatogonias A se pueden observar en el dia 3 posnatal y la pubertad se
alcanza a los 35 dias. Las células de Sertoli proliferan hasta el dia 17 posnatal y las células de
Leydig entre los 21-33 dias, bajo la influencia de hormonas gonadotropinas (FSH y LH) [19].

1.2. EL RATON COMO MODELO PARA SU ESTUDIO

La infertilidad es un gran problema a nivel mundial. En las sociedades occidentales, 1 de
cada 8 parejas en edad reproductiva es infértil, entre los cuales el 40% de los casos se debe
parcial o completamente a factores masculinos. Las causas de infertilidad masculina pueden ser
varias, desde un defecto en la produccion de esperma hasta disfunciones eréctiles. Aunque se
desconoce la etiologia de la mayoria de los defectos en la fertilidad, un porcentaje significativo
estaria causado por problemas a nivel génico. Si bien los estudios citogenéticos, el avance en la
biologia molecular y la secuenciacion del genoma humano han permitido identificar
aberraciones cromosdmicas o genes asociados a la infertilidad masculina, la funcidn precisa de
cada uno de ellos y su implicancia en este proceso no estan del todo esclarecidas. Ademas, la
investigacion de estos genes en humanos suele ser intrincada por un inadecuado numero de

! Inhibina B: glicoproteina producida por las células de Sertoli que actta en la glandula pituitaria inhibiendo la secrecién
de la hormona foliculo estimulante (FSH) y en el hipotalamo inhibiendo la secrecidn de la hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH).

? Hormona anti-Miilleriana: miembro de la familia de proteinas TGF-B, causa la regresion de los conductos millerianos
durante el desarrollo fetal masculino.
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pacientes, datos clinicos insuficientes y por la alta variabilidad genética en la poblacién que
puede derivar en fenotipos muy diversos [20].

La fertilidad masculina depende fundamentalmente de la espermatogénesis, que
comprende una serie de pasos complejos, altamente estructurados y precisamente regulados
por varios factores. La complejidad del proceso determina que no pueda ser completamente
modelado in vitro, por lo que los modelos animales son una alternativa muy util para la
experimentacion. El ratdn (Mus musculus) es el animal mas comunmente utilizado tanto en la
investigacion biomédica, como en estudios de biologia reproductiva, por su corto ciclo
reproductivo, su alto nimero de crias por camada y su bajo costo de mantenimiento. Ademas,
el ratdn es muy similar genéticamente al hombre y sus embriones son faciles de manipular a
nivel genético. Por ultimo, y muy importante, la espermatogénesis y la oogéneisis en el ratén
son semejantes a las del humano. Se ha calculado que la espermatogénesis en ratén
comprende mds de 30.000 transcriptos en las células germinales, sin tener en cuenta las células
somaticas testiculares y aquellas involucradas en la regulacién enddcrina. Usando modelos
genéticamente modificados se han descubierto cerca de 400 genes que son esenciales para la
fertilidad masculina, lo que justifica la importancia del ratdn como modelo de estudio de este
proceso [21].

1.3. PRIMERA OLA ESPERMATOGENICA

El desarrollo de la primera cohorte de gonocitos en espermatozoides se conoce como el
primer ciclo espermatogénico o primera ola espermatogénica. Comienza pocos dias después
del nacimiento en el ratén y se caracteriza por la aparicion secuencial de células germinales
cada vez mas maduras de manera sincronica entre los tubulos seminiferos. Por lo tanto, se han
podido definir tiempos de aparicidn especificos para varios tipos de células germinales durante
este primer ciclo espermatogénico. Testiculos de ratones de 7 dias post parto (dpp) poseen sélo
células de Sertoli y espermatogonias en sus tubulos seminiferos; a los 9 dpp aparecen los
primeros espermatocitos; al dia 10 comienza la meiosis y aproximadamente en el dia 14
alcanzan el estadio de paquiteno, que dura hasta el dia 18, momento en el que se pueden
observar espermatocitos en paquiteno tardio y en diploteno. Como resultado de las dos
divisiones meidticas aparecen las espermatides redondas alrededor del dia 20, al dia 30
alcanzan la etapa de elongacidn y aproximadamente a los 35 dpp se pueden ver los primeros
espermatozoides en el lumen de los tubulos seminiferos (Figura 1). Luego de la primera ola, la
sincronia se pierde y la espermatogénesis avanza de manera independiente en cada tubulo
seminifero. Debido a la sincronia en su progresion, la primera ola de la espermatogénesis es
un excelente modelo para el estudio de la expresion génica durante el desarrollo de la
gameta masculina [22-25].
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Figura 1. Representacion esquematica de la primera ola espermatogénica en ratén.

Determinacion
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Figura 1. Representacion de la primera ola espermatogénica en raton. Se muestra el tiempo de aparicidn pre y posnatal
de los distintos tipos celulares, que ocurre de manera coordinada entre los diferentes tubulos seminiferos. ER:
espermatide redonda; EE: espermatide elongada. Adaptado de Zheng K. et al., 2012 [26].

La primera ola espermatogénica se acompafia de una amplia apoptosis de células
germinales, que en el ratdn tiene un pico maximo a los 14 dias. Esta reduccidon en el nimero de
células esta regulada por multiples sefiales y parece ser importante para ajustar el numero de
células germinales que pueden ser mantenidas por el nimero de células de Sertoli presentes.
En el testiculo adulto, la apoptosis también ocurre en una extension tal que el 75 % de las
células germinales degeneran [23]. Para lograr la homeostasis del proceso espermatogénico es
necesario mantener un correcto balance de cada tipo de célula, por lo que los procesos de
proliferacién, meiosis, diferenciacion y apoptosis tienen que estar estrictamente controlados.
La muerte programada de células germinales masculinas ocurre en mamiferos
espontaneamente de manera tal que el epitelio seminifero produce menos espermatozoides
que los tedricamente posibles. Esto se ha visto en rata, ratdon, hamster y humano. En humano
se observd que las espermatogonias, espermatocitos y espermatides entran en apoptosis
espontaneamente, aunque la frecuencia apoptética variaba segun la etnia [25].

1.4. REGULACION DE LA ESPERMATOGENESIS

1.4.1. Regulacion hormonal

La espermatogénesis en mamiferos requiere principalmente la accién de hormonas
peptidicas y esteroideas, que juegan un papel importante en el funcionamiento del epitelio
seminifero y que son criticas para la regulacion no sélo del desarrollo de células germinales,
sino también para la proliferacidon y funcién de las células somaticas del testiculo. El acido
retinoico, derivado funcional de la vitamina A, es también un factor de importancia en este
proceso.

Gonadotropinas
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Las hormonas foliculo estimulante (FSH) y luteinizante (LH) son glicoproteinas secretadas
por la glandula pituitaria anterior, en respuesta a la estimulacién por la hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH) secretada por el hipotalamo, que actuan directamente en el testiculo
estimulando la funcion de las células somaticas que soportan la espermatogénesis. Estas
hormonas que forman parte de la familia de factor de crecimiento transformante B (TGFpB)
comparten una subunidad a y se distinguen por su subunidad especifica B. En machos, la
expresion del receptor de FSH (FSHR) esta limitada a las células de Sertoli, mientras que el
receptor de LH (LHR) se encuentra principalmente en células de Leydig, aunque también se ha
detectado en células germinales.

El rol principal de FSH (en conjunto con andrégenos y hormonas tiroideas) en Ia
espermatogénesis es el de la estimulacion de la proliferacion de las células de Sertoli durante el
desarrollo prepuberal, lo cual es de suma importancia ya que el numero de células de Sertoli
determina en gran medida el niumero de espermatogonias, actuando como un factor de
supervivencia [27]. Mutaciones dirigidas hacia FSHR y la subunidad B de FSH en modelos
murinos no anulan completamente la capacidad fértil, pero resultan en una drastica reduccion
en el peso de los testiculos y en el nUmero de espermatozoides [28].

Con respecto a la LH, su Unica funcidn indispensable pareciera ser la de la regulacién de
la produccion de testosterona (T) a partir de colesterol por las células de Leydig en el testiculo
adulto. El tratamiento de ratones knock-out (KO) para LHR con T exdgena reestablece la
espermatogénesis [28].

Hormonas esteroideas

La T y sus metabolitos, dihidrotestosterona (DHT) y estradiol (E), son de suma
importancia para la regulacién del desarrollo gonadal y de las células germinales en ambos
sexos. En el macho, la T tiene un rol principal en la regulacién del desarrollo morfolégico y de la
funcidn reproductiva.

Si bien las células germinales no poseen receptores para andrégenos, se ha reportado la
presencia de los transcriptos de los genes que codifican para las dos isoformas del receptor de E
(Esrl y Esr2) en ratas adultas y de las proteinas ERa y ERB en espermatocitos en paquiteno y
espermatides redondas. Los modelos KO para ambos genes resultan en ratones infértiles. Los
ratones KO para el gen Esrl presentan una fertilidad reducida y una reducciéon drastica en el
conteo espermatico. Sin embargo, estos efectos son mas bien secundarios, ya que la funciéon
del ERa es la de regular la reabsorcion de liquido luminal en la rete testis y favorecer la unién
del ducto eferente con el epididimo [28, 29]. El origen de la infertilidad a causa de la mutacién
en el gen Esr2 se desconoce [29]. La mutacidn del gen de la aromatasa, que transforma T en E
en las células de Leydig, resulta en una progresiva pérdida de la fertilidad y disrupcion de la
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espermatogénesis, aunque inicialmente son animales fértiles. No esta del todo claro por qué
una mutacioén en el gen de la aromatasa es menos severa que una mutacion en el Esr1 [28].

La funcion de los andrdégenos (T y DHT) y del receptor de andrdégenos (AR) es esencial
para una correcta diferenciacién sexual en el macho, para el desarrollo de las glandulas
accesorias y para el mantenimiento de una espermatogénesis normal. La actividad del AR estd
regulada por T y DHT, que controlan su translocacién al nucleo y su funcién como regulador de
la transcripcidon génica. La DHT se une con mas afinidad al AR que la T, por lo que es un
andrégeno mas potente [30, 31]. En humanos la DHT es crucial para el desarrollo del tracto
reproductivo, aunque en ratdn no parece ser tan importante. Las células que expresan el Ar en
el testiculo son las células de Sertoli, las de Leydig y las células mioides, por lo que la accién de
la T en las células germinales es indirecta y estd regulada a través de las células de Sertoli [28].
En modelos de ratdn en los cuales se ha mutado al gen Ar especificamente en las células de
Sertoli, a pesar de presentar un fenotipo masculino normal, la meiosis se encuentra totalmente
bloqueada, mientras que en modelos en los cuales se ha mutado al gen del Ar especificamente
en células germinales, presentan fertilidad normal. Esto demuestra que las células de Sertoli
son el principal blanco de accion de Ty DHT como reguladores de la espermatogénesis [31].

En humanos, la T sola o en conjunto con FSH actia también como un factor de
supervivencia para los espermatocitos y espermatides regulando tanto la via intrinseca como la
extrinseca de la apoptosis [32]. Ademas, la T actua estimulando el comportamiento sexual e
influenciando la respuesta eréctil, entre otros procesos. Por ultimo, la T y sus metabolitos
derivados son mas que una hormona sexual y desempefian numerosas acciones fisiologicas
importantes en el organismo que resultan imprescindibles para la salud global del varén [33].

En el Anexo 2 se detallan algunos aspectos mas acerca de la funcidon de las
gonadotropinas y de las hormonas esteroideas en la espermatogénesis.

Vitamina Ay sus derivados

Aunque la importancia de la vitamina A (retinol) en la espermatogénesis se conoce
desde hace casi un siglo, la funcidn especifica en este proceso de su metabolito activo, el acido
retinoico (RA), comenzd a ser apreciada hace relativamente poco tiempo. Mientras que el rol
de las gonadotropinas y andréogenos en la espermatogénesis esta bien establecido, el rol del RA
es igual de importante pero estda menos caracterizado. Hoy se conoce que los derivados
funcionales de la vitamina A son necesarios para la fertilidad y para una espermatogénesis
normal [34].

En general el RA no es transportado por sangre, sino que la oxidacion del retinol a RA
tiene lugar en los tejidos blanco. El retinol se obtiene de la dieta, se almacena en el higado y se
transporta a los tejidos blanco, que cuentan con las enzimas necesarias para la produccion y
degradacion de RA, como también sus efectores intracelulares. Se ha reportado que las células
de Sertoli, las células de Leydig y los espermatocitos premeidticos pueden sintetizar RA [34, 35].
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Existen dos formas isoméricas activas del RA: como todo trans (ATRA) y como 9-cis RA (9cisRA).
Dentro de las células, existen 2 familias de receptores de RA llamados RARs y RXRs, que a su vez
pueden clasificarse en 3 subtipos (a, B y y), cada uno codificado por un gen distinto y a su vez,
cada subtipo posee diferentes isoformas creadas por splicing alternativo [36]. Su complejidad
aumenta al tener en cuenta que los RXR pueden formar homodimeros con RXRs o
heterodimeros con RARs, el receptor de hormonas tiroideas, con el receptor de vitamina D,
PPARs, etc. Los heterodimeros RAR-RXR unen ambos isémeros del RA mientras que el
homodimero de RXRs une preferentemente 9cisRA [37]. Estos receptores, en la forma de homo
o heterodimeros regulan la expresion de genes al unirse a elementos especificos de respuesta a
RA en los promotores de los genes blanco [34, 36]. Se han localizado por inmunohistoquimica
a los 6 subtipos de receptores de RA en los diferentes tipos de células testiculares, incluidas
las células germinales, aunque su expresion varia segun el tipo célula, la maduraciéon
testicular y la etapa de la espermatogénesis [37]. Sin embargo, se considera que la accion del
RA en las células de Sertoli esta mediada principalmente por el RARA. Ratones macho KO para
Rara son estériles, pero las células germinales Rara” pueden reanudar la espermatogénesis al
ser trasplantadas a otro testiculo wild type, lo que demuestra que la expresion de RARA en
células de Sertoli es esencial para al espermatogénesis [34].

En modelos murinos deficientes en vitamina A, la espermatogénesis cesa, y al examinar
los testiculos sdlo se encuentran espermatogonias y células de Sertoli, lo que demuestra la
importancia de la vitamina A para la diferenciacidon de las células germinales. En los ultimos
afos se ha demostrado que el RA es fundamental para el inicio de la meiosis por un
mecanismo parcialmente conocido. Se sabe que el RA activa la expresion del gen Stra8, un gen
critico para el inicio de la meiosis, tanto en ovario como en testiculo. En células germinales
masculinas, la activacion de la transcripcidon de Stra8 responde a la via clasica: el heterodimero
RAR/RXR-RA se une a la secuencia de consenso de respuesta a RA en el promotor del gen,
aumentando la sintesis de su ARNm [34]. A pesar de ser considerada como el “guardian” del
inicio de la meiosis, aln no se conoce si la proteina STRA8 actia como un factor de
transcripcidon, un segundo mensajero o si cumple alguna otra funcién [38]. Sin embargo, varios
estudios han demostrado su relevancia en la meiosis. Por ejemplo, ratones con el gen Stra8
mutado resultan estériles y la meiosis esta completamente detenida antes de la profase I, tanto
en machos como en hembras. A partir de estos modelos de ratones KO para Stra8, surgen
algunos indicios que indicarian su funcién especifica. En células germinales de estos ratones, la
localizacion de las proteinas SYCP3® y REC8* en los cromosomas no es la adecuada, lo que
indicaria que STRA8 es relevante en la formacién del complejo sinaptonémico [34],
demostrando irrefutablemente la implicancia de esta proteina en la entrada en meiosis.
Ravardeau et al. [35] demostraron ademas que la regulacién de la sintesis de Stra8 en células

* sycp3: proteina 3 del complejo sinaptonémico; involucrada en la formacién del complejo sinaptonémico.

* RECS: proteina de recombinacion meidtica 8; involucrada en la formacién de los complejos de cohesidén que mantiene
unidos a los cromosomas homélogos.

La union de estas proteinas a los cromosomas, entre otros eventos, marca el inicio de la profase | de la meiosis.
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germinales de ratén, y por lo tanto de la entrada en meiosis, podria estar regulada por la
secrecion autdcrina de RA sintetizado por espermatocitos preleptoténicos.

Ademas del rol “clasico” del RA en la regulacién de la expresion génica, esta hormona
afecta también al contexto epigenético del gen en cuestién (Seccion 1.4.2.). Al igual que otros
reguladores del desarrollo [36], los RARs-RXRs tienen la capacidad de funcionar como un
interruptor molecular: cuando no estan unidos a su ligando, forman un complejo con
correpresores e H desacetilasas (HDAC) que se unen al sitio de consenso para la unién de los
receptores de RA inhibiendo activamente la expresidon génica. Una vez que el RA se une, se
liberan los correpresores y se reclutan los coactivadores, incluyendo H acetiltransferasas (HAT),
para descondensar la cromatina y activar la transcripcion de genes [39]. Ademas, a nivel
epigenético, el RA no solamente modula el estado de acetilacion de H, sino también la
metilacion del ADN. Varios investigadores han reportado que el ATRA promueve la
desmetilacion del ADN en modelos celulares e in vivo por mecanismos aun no del todo
esclarecidos [40]. En la siguiente seccidon se detallan con mas profundidad los mecanismos de
regulacidn epigenética.

La relevancia del RA en la espermatogénesis en humanos no esta del todo comprendida.
La deficiencia de vitamina A ocurre y es una de las causas mdas importantes de ceguera, pero no
hay datos acerca de sus efectos en la reproduccion [35]. Entre la informacién disponible se sabe
que las células de Sertoli expresan enzimas de la via metabdlica de la vitamina A y que Stra8 se
expresa tanto en testiculo (y ovario) embrionario como en testiculo posnatal. Claramente, hace
falta mucha mas informacion para poder comprender del todo el rol de la vitamina A y del RA
en la regulacion de la espermatogénesis en el hombre.

1.4.2. Regulacion epigenética

La epigenética hace referencia a cambios heredables en la cromatina que, sin alterar la
secuencia del ADN, producen alteraciones en el fenotipo, cuya regulacién es fundamental para
el desarrollo tanto de mamiferos como de plantas [41]. Las modificaciones epigenéticas que
pueden afectar la cromatina son: la metilacién del ADN, la modificacién postraduccional de las
H y la remodelacién de la cromatina. La compactacion del ADN en una determinada region esta
determinada por la epigenética y dado que una cromatina altamente compactada es
transcripcionalmente inactiva, modificaciones epigenéticas derivan en cambios drasticos en la
expresion génica. Mientras que el genoma y el cédigo genético definen la impronta fenotipica
estable, el cddigo epigenético proporciona una impronta dindmica al hacer el ajuste fino del
fenotipo en relacion a factores ambientales [42].

La metilacion del ADN se produce en citosinas (C) correspondientes a pares citosina-
guanina (CG) en regiones denominadas “Islas CpG”. Estas islas comprenden regiones del ADN
de 200 pb 0 mas con un contenido C+G mayor al 55% y una frecuencia de CGs mayor a 0,65. En
general se encuentran circundando al primer exdén o forman parte de los promotores de los
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genes que regulan. La metilaciéon de los pares CG en el seno de la isla CpG se asocia al
silenciamiento del gen, mientras que la hipometilacidon de los mismos se asocia a la expresién
génica. La metilacion de C se lleva a cabo por las de novo ADN metiltransferasas (DNMT), de las
cuales existen varias isoformas.

La modificaciéon de H hace referencia a las modificaciones postraduccionales que pueden
sufrir los residuos aminoacidicos de la porcién N-terminal de estas proteinas. Estas pueden ser:
metilacién, acetilacién, fosforilacidn, ubiquitinacion y sumolizacion. La metilacién es una de las
modificaciones mas frecuentes, esta regulada por H metiltransferasas y en general se asocia al
silenciamiento génico. La acetilacién/desacetilacion de H esta modulada por HAT e HDAC y en
general la acetilacién se asocia a una cromatina mas abierta y por lo tanto a la activacién de la
transcripcién génica.

Por el contrario, la remodelacién de la cromatina no se basa en interacciones covalentes,
sino que complejos de remodelacion de la cromatina dependientes de ATP usan esta energia
para alterar la ubicacidén y/o estructura de los nucleosomas. Esto cambia qué genes estan
disponibles para transcripcidon y puede generar activacion o silenciamiento génico. Los
complejos de remodelacion de la cromatina actuan deslizando las H a lo largo del ADN, aunque
también lo pueden enrollar, desenrollar o torcer. Dos de las familias mds conocidas de
complejos de remodelacion son la familia SWI/SNF y la ISWI, ambas con sitios cataliticos para el
ATP [42].

Las modificaciones epigenéticas regulan un nimero importante de procesos biolégicos,
entre ellos la espermatogénesis. El patron epigenético de las células germinales testiculares
cambia drasticamente a lo largo de todo este proceso de diferenciacion. Por ejemplo, las
células germinales tienen un patréon de metilacidn distintivo, que se establece por metilacion de
novo antes de la profase | de la meiosis. La metilacidn es especifica de secuencia y se completa
antes del paquiteno. El estado de metilacidon de ciertos genes puede variar a medida que la
célula atraviesa las fases de la espermatogénesis y puede o no determinar el patrén de
expresion génica. Ademas, los patrones de metilacién son en gran parte borrados en el periodo
fetal, durante la proliferacidon y migracion de células germinales primordiales a las gdnadas en
desarrollo y es restablecido en patrones especificos de sexo durante la espermatogénesis y la
ovogénesis. La metilacion de novo se dirige principalmente a retrotansposones y la pérdida de
los patrones de metilacion libera a los retrotransposones y cambia la impronta gendmica
paterna o materna en las células germinales o somaticas. Incluso una minima alteracion en los
patrones de metilacion puede ser letal. Asimismo, la modificacion de H por fosforilacién,
sumolizacidn y ubiquitinacidon es necesaria para que ocurra el apareamiento y recombinacién
entre los cromosomas X-Y durante la meiosis I. La epigenética también es importante durante
el proceso de transicion de H a protaminas, ya que las H se hiperacetilan durante la
espermiogénesis, lo que genera nucleosomas mas débilmente unidos al ADN, que son
reemplazadas por proteinas de transicidon y luego, al final de la espermiogénesis, por
protaminas [42, 43].

11
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El mantenimiento de una correcta regulacion epigenética durante la espermatogénesis
es crucial, no sélo para asegurar un correcto funcionamiento espermatico, sino también, un
desarrollo embrionario normal. Por ejemplo, se han relacionado defectos en el patrén de
metilacion del ADN (globales o particulares) tanto con anormalidades en las caracteristicas del
semen como también con otras causas de infertilidad en el hombre. Houshdaran et al.
demostraron que una baja concentraciéon de espermatozoides en esperma, su movilidad y su
tamafio estaban asociados a una extensa hipermetilacion del ADN de los mismos [44]. Ademas,
el establecimiento de una correcta impronta epigenética es critico para el mantenimiento de la
fertilidad, ya que en varios hombres infértiles se han detectado defectos tanto en la impronta
materna como paterna [45]. La transicidon H-protaminas es también crucial para un correcto
desarrollo espermdtico. Cualquier problema en este proceso puede afectar severamente la
calidad del esperma y la integridad del ADN. El estudio de Sonnak et al. demostré que hombres
cualitativa o cuantitativamente infértiles poseian bajos niveles de acetilacion de H [46]. Estos
casos, revelan la importancia de la regulacidn epigenética en el establecimiento de una correcta
fertilidad masculina y podrian explicar la etiologia de patologias que no pueden explicarse sélo
teniendo en cuenta la genética.

1.4.3. Regulacion por ARN pequenos no codificantes

Existen por lo menos tres grupos de ARN pequefios no codificantes en testiculos de
mamiferos: micro ARNs (miRNAs), pequefios ARN de interferencia enddégenos (siRNAs) y ARN
que interaccionan con proteinas PIWI (piRNAs).

Los miRNA y siRNA forman parte de un mecanismo de silenciamiento génico
postranscripcional. Los precursores de miRNA son transcriptos primarios largos en forma de
horquilla, que son procesados en pre-miRNA dentro del nucleo por la enzima DROSHA
(endonucleasa de ARN de doble hebra). En el citoplasma, DICER, otra endonucleasa, corta a los
pre-miRNA en miRNA de doble hebra de 21 nucleétidos aproximadamente. Eventualmente, una
de las hebras del miRNA se carga en una proteina de la familia AGO para formar el complejo de
silenciamiento inducido por ARN (RISC), que guia el reconocimiento hacia el ARNm blanco.
Aunque el apareamiento miRNA-ARNm en este caso es imperfecto, se impide su traduccion o
se impulsa su degradacién. Los siRNA derivan de precursores largos de ARN de doble cadenay
no son clivados por DROSHA, sino directamente por DICER. El mecanismo de silenciamiento
génico es el mismo, ya que los siRNA monohebra también se ensamblan en el complejo RISC.
Los siRNA maduros son similares a los miRNA maduros, sélo que los primeros son totalmente
complementarios a sus ARNm blanco. Los siRNA pueden ser endégenos o derivar de una fuente
exdgena, como una infeccion viral [47]. En el Anexo 2 se aportan mas detalles acerca de los
mecanismos de sintesis de estos ARNs.

En la linea germinal masculina se pueden encontrar los componentes de la maquinaria
de sintesis de miRNA y varios miRNA se expresan especificamente o predominantemente en
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testiculo. La importancia de DICER en la maduracién de las células germinales se demostré en
modelos de ratén KO. La delecidn especifica de Dicer en células de Sertoli de ratén, revelé la
importancia de esta enzima para la funcidn de estas células somaticas, ya que su ausencia causa
dramdticos cambios en el proteoma testicular y la degeneracién del tejido [48]. La delecién
especifica de Dicer en espermatogonias de ratén demostré la relevancia de los ARN pequeios
dependientes de DICER, ya que estos ratones presentaban un tamafo testicular reducido y la
espermatogénesis estaba afectada. El defecto mas importante se hallaba en la
espermiogénesis, especialmente en la etapa de elongacién nuclear y organizacion de la
cromatina de las espermatides [49]. Sin embargo, los mecanismos moleculares dependientes
de DICER que controlan la espermatogénesis se desconocen.

A diferencia de los miRNA que estdn ampliamente distribuidos en los distintos tejidos,
los piRNAs se expresan predominantemente en células de la linea germinal y son
fundamentalmente conocidos por su papel en la proteccion del genoma, al silenciar elementos
transponibles que se activan durante la desmetilacion del ADN en las células germinales
primordiales. Su nombre deriva de su asociacion directa con proteinas PIWI (MILI, MIWI y
MIWI2 en ratén), un grupo de proteinas que pertenece al clado de la familia de proteinas
Argonauta, junto con las AGO antes mencionadas. Los piRNA poseen aproximadamente 30
nucledtidos, existen miles de piRNAs distintos y son muy abundantes en testiculos de
mamiferos. Su procesamiento no incluye a DROSHA ni a DICER, por lo que su biogénesis es
distinta a la de miRNAs y siRNAs. Se distinguen dos clases de piRNA en testiculos de mamiferos
y se clasifican en pre-paquiteno o paquiteno segun el momento en el desarrollo testicular en el
cual se sintetizan [47]. Si bien estos grupos de piRNAs son similares a nivel molecular, se
asocian a diferentes proteinas PIWI, actuan por diferentes mecanismos, cumplen distintas
funciones y provienen de distintas regiones del genoma. En el ratdn, la expresion de los genes
Piwi varia segun la etapa del desarrollo testicular: Miwi2 se expresa en células germinales
fetales y perinatales, Miwi en espermatocitos en paquiteno y espermatides redondas y Mili se
expresa desde células germinales fetales hasta espermatides redondas. Los piRNA pre-
paquiteno tienen un pico de expresion entre los 15 dias post coitum (dpc) y el nacimiento,
derivan de elementos transponibles y se asocian a MILI y MIWI2 en células germinales fetales y
perinatales. Por otro lado, los piRNA de paquiteno tienen un pico de expresion en esta etapa de
la meiosis (que ocurre entre los 14 y 18 dpp durante la primera meiosis en el ratén), provienen
de mas de 3.000 clusters gendmicos y se unen tanto a MILI como a MIWI. La biogénesis de los
piRNA puede ser por un mecanismo de procesamiento primario o secundario (también llamado
“ping-pong”). Los piRNAs pre-paquiteno se sintetizan por ambas vias, mientras que los piRNAs
de paquiteno lo hacen por la via primaria [26].

Los piRNA pre-paquiteno, junto con MILI y MIWI2 participan en el silenciamiento de
retrotransposones en células germinales fetales y neonatales tanto a nivel epigenético como
postranscripcional. En modelos de raton KO para cualquiera de los dos genes que codifican
dichas proteinas, los transposones se expresan de manera descontrolada, dafando la
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integridad del genoma, lo que deriva en arresto meidtico y esterilidad [50, 51]. Se conoce
menos acerca de la funcidn de los piRNA de paquiteno y cual es la razén de su prominente pico
de expresion. La delecién de Miwi en ratén causa el arresto de la espermatogénesis en el
estadio de espermatide redonda, sin ningun defecto claro en la meiosis y una completa
ausencia de espermatides elongadas. La expresién de los piRNA en estos ratones se reduce
significativamente, lo que indicaria que MIWI participa de su sintesis [52].

Por lo tanto, si bien no se conoce en detalle las caracteristicas particulares de cada uno
de los mecanismos que gobiernan la accion de los ARN pequeios no codificantes, cada vez se
tiene mas evidencia de su importancia en control y mantenimiento de la espermatogénesis.

2. GLICEROL-3-FOSFATO ACILTRANSFERASA 2

El primer paso y limitante, en la sintesis de novo de triacilglicéridos y glicerofosfolipidos
en mamiferos esta catalizado por la actividad de la glicerol-3-fosfato aciltransferasa (GPAT) y
consiste en la acilacion del glicerol-3-fosfato con un acil-CoA de cadena larga para dar acido
lisofosfatidico (LPA), que es el sustrato de las 1-acilglicerol-3-fosfato aciltransferasas que
catalizan sucesivamente la formacién de acido fosfatidico (PA). Hasta el momento se han
descripto 4 isoformas en mamiferos para las GPATs (GPAT1-4) [EC 2.3.1.1]. Estas isoenzimas se
diferencian por su ubicacién subcelular y tisular, su sensibilidad a sustancias reactivas a grupos
—SH como la N-etilmaleimida (NEM) y por su preferencia de sustrato [53]. Se pueden resumir
algunas de sus caracteristicas en la siguiente tabla:

Tabla 2. Caracteristicas de las 4 isoformas GPATSs.

N° Genebank Ubicacion .. Sustrato de Sensibilidad
Isoforma Ubicacion tisular :
(Mus musculus) subcelular preferencia al NEM
Higado, Tejid
GPAT1 NM_008149.3 . d,'ga O'Ce” © Palmitoil-CoA | Resistente
Mitocondria Iposo, Lorazon
GPAT2 NM_001081089 Testiculo Araquidonil-CoA
Reticulo TEJId‘O Adiposo,
GPAT3 NM_172715.3 L. Intestino Delgado, .
- endoplasmico o , Sensible
Rindn, Corazon . .
Sin preferencia
Reticulo Higado, Tejido
GPAT4 NM_018743 .. . 8 J,
endopldsmico Adiposo, Testiculo

GPAT2 se describid por primera vez en mitocondrias hepaticas en un modelo de ratén
KO para Gpatl (Gpatl'/‘) [54]. Esta enzima es similar a GPAT1 tanto en su estructura, peso
molecular y en su localizacidn subcelular en la membrana mitocondrial externa. Sus secuencias
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de aminoacidos son 33% idénticas y 64% homodlogas, con maxima homologia en la region del
sitio activo ubicada en el dominio N-terminal de la proteina. Ademas, como GPAT1, posee un
extenso dominio C-terminal que la distingue de otras aciltransferasas. Sin embargo, como se
muestra en la Tabla 2, son varias las diferencias entre estas dos isoformas. Una diferencia
destacable es su distribucion tisular: mientras que Gpatl, 3 y 4 se expresan en altos niveles en
tejidos principalmente caracterizados por una alta tasa de sintesis y/o metabolismo de lipidos,
como lo son el tejido adiposo, higado, musculo y corazén (Gpat4 también se ha detectado en
testiculo), Gpat2 se expresa practicamente de manera exclusiva en testiculo. Esta distribucion
particular concuerda con lo observado en modelos murinos de ayuno y re-alimentacidon de
glucidos: la expresiéon de Gpatl en higado, al estar regulada por SREBP-1 e insulina, aumenta
abruptamente luego de la ingesta post-ayuno, mientras que la expresidon de Gpat2 no se
modifica [55]. Ademas, mientras que la expresion del resto de las isoformas aumenta en
modelos de diferenciacién de fibroblastos en cultivo a adipocitos, la expresion de Gpat2
disminuye [56]. Por ultimo, si bien GPAT2 esta presente en mitocondrias de ratones Gpatl'/', su
presencia no complementa la ausencia de Gpatl, ya que estos ratones KO muestran
disminucion en el peso corporal, cambios en los acidos grasos de fosfolipidos hepaticos y
resistencia insulinica en higado, fenotipo que no revierte con la presencia de una segunda
isoforma mitocondrial [54, 55]. Todo esto sugiere que GPAT2 no estaria cumpliendo la funcién
“clasica” de las enzimas aciltransferasas, ya sea relacionada a la sintesis de moléculas que
proveen energia en el caso de los triacilgliceroles (TAG) o moléculas estructurales en el caso de
los fosfolipidos.

Cattdneo et al. (integrantes del grupo de investigacién en donde se realizé esta tesis)
demostraron que esta isoforma posee como sustrato de preferencia al araquidonil-CoA (20:4-
CoA) y que lo incorpora preferencialmente en TAG y no en fosfolipidos. La expresion heterdloga
de Gpat2 en células CHO-K1 produjo una duplicacion en el tamaio de gotas lipidicas y la
presencia de acido araquidoénico esterificado en TAG, indetectable en las células control. Sin
embargo, el producto directo de la actividad GPAT (LPA) no pudo ser detectado en estos
experimentos, sino que se observé un aumento en PA, sin acumulacion de LPA. Ademas, por
hibridacidn in situ en cortes de testiculo de ratdén adulto se observé que la expresién del ARNm
de Gpat2 esta limitada a los espermatocitos primarios y por inmunofluorescencia en cortes de
testiculo de rata adulta que la proteina esta presente también en espermatides. Por qPCR y
Western blot se estudid el nivel de transcripcion y traduccion de este gen durante la
maduracion sexual en testiculos de rata, detectando un aumento abrupto en el transcripto
primario y la sintesis de la proteina a los 30 dpp. Por ultimo, se detecté un maximo en el
contenido testicular de TAG en la rata a los 30 dpp como también en el contenido de acido
araquiddnico esterificado en TAG [57].

Recientemente, se ha descubierto que GPAT2 es de crucial importancia en la
biogénesis de piRNAs. Se demostré que GPAT2 interacciona fisicamente con MILI tanto en
cultivos primarios de células germinales como en homogenatos de testiculo de ratén, que la
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presencia de GPAT2 es necesaria para la produccién de piRNA por la via primaria y que esto es
independiente de su actividad como aciltransferasa, ya que esta funcidon se mantiene aun
cuando se muta el motivo que define dicha actividad [58]. A partir de estos hallazgos sumados
al particular patréon de expresion tisular de GPAT2, se puede plantear la hipdtesis de que esta
proteina fisiolégicamente esta cumpliendo otro rol de importancia, distinto al de
aciltransferasa. A lo largo de esta tesis se expondran mas evidencias que indican que esta
enzima tendria alguna otra actividad diferente a la inicialmente adjudicada por homologia de
secuencia con GPAT1.

3. ANTIGENOS CANCER-TESTICULO

En las ultimas décadas, varios estudios han demostrado que durante la maduracion de
las células germinales testiculares éstas expresan un gran numero de genes que no se expresan
o que lo hacen en muy bajos niveles en células somaticas normales a menos que sufran una
transformacién tumoral; es decir, muchos de estos genes son oncogenes o proto-oncogenes.
Algunos de estos genes, que se expresan transitoriamente en testiculo, tienen funciones
cruciales para la espermatogénesis y la fertilidad y, a pesar de no haberse detectado en otros
tejidos normales, si se han encontrado expresados en células tumorales metastdsicas. La
expresion de los mismos en las células testiculares en desarrollo ademds de ser transitoria,
suele ser especifica de alguna etapa del proceso espermatogénico.

El término Antigeno Cancer-Testiculo (CTA) se usd por primera vez en 1997 y hace
referencia a una creciente lista de antigenos humanos y murinos que se expresan
especificamente en tumores de distintos origenes histologicos y en ningun otro tejido normal
a excepcion de las células germinales masculinas (y eventualmente en placenta y ovario) [59].
El término antigeno deriva del hecho de que la expresidn ectdpica de estos productos génicos
en tejidos tumorales induce la respuesta inmune y la sintesis de anticuerpos. La presencia de la
BTB determina que el testiculo sea un sitio de inmunoprivilegio al impedir la exposicion de
estos antigenos al sistema inmune evitando asi la formacion de autoanticuerpos. Por lo tanto,
cuando éstos son expresados en tumores por fuera del testiculo, son reconocidos por el
sistema inmune. Muchos de los CTA fueron identificados por primera vez usando suero de
pacientes cursando alguna patologia oncoldgica. Algunos de los CTA mas conocidos son: SP-17,
SCP-1, MAGE, NY-ESO-1 y PIWIL2 [59]. Por lo tanto, si bien esta claro que el testiculo no es un
tumor per ser, las células germinales que en él se desarrollan expresan muchos de los
oncogenes relacionados con el proceso tumorigénico y metastasico.

Los CTA se clasifican en aquellos codificados por genes ubicados en el cromosoma X (X-
CTA) y aquellos que estan codificados por genes distribuidos en todo el genoma menos en el
cromosoma X (non-X-CTA). Los X-CTA representan mads de la mitad de los CTA. Si bien se
desconoce la funcién de cada uno de ellos, se ha demostrado que varios CTA estan involucrados
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en la regulacién del ciclo celular, el control de la transcripcidon, la supervivencia celular y la
apoptosis. Estudios sobre la expresiéon de los CTA han demostrado que los eventos
epigenéticos, principalmente la metilacion del ADN, son los mecanismos mas importantes de
regulacion de la expresion de los CTA en células germinales y tumorales. Varios CTA han sido
seleccionados para el desarrollo de vacunas contra el cancer (inmunoterapia) y algunos de ellos
son biomarcadores de varios tipos de cancer, como el cancer de ovario, de pulmén, de mama,
de vejiga y de testiculo [59-62]. Hoy en dia estdn en curso multiples ensayos clinicos evaluando
inmunoterapias dirigidas contra ciertos CTA, algunos de los cuales estan en fase Ill. Por lo tanto,
la busqueda de nuevos CTA y su estudio en relacion al desarrollo del cancer son un tema de
investigacion relevante en el campo de la biomedicina aplicada [59, 63].

En el 2009 Condomines et al. propusieron a GPAT2 por primera vez como un CTA, ya
que esta proteina se encontraba expresada diferencialmente en testiculo y en mieloma
multiple (referido como LOC150763 en el trabajo)[64]. Esta particularidad la distingue ain mas
del resto de las GPATs y refuerza la hipdtesis de que GPAT2 estaria cumpliendo algun otro rol
en el metabolismo celular, independiente de su actividad como aciltransferasa.
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HIPOTESIS DE TRABAJO

GPAT2 es una proteina cuya expresion tisular es una de las tantas caracteristicas que la
distingue del resto de las isoformas, ya que fisiolégicamente se encuentra principalmente
expresada en testiculo. Ademas se ha visto sobreexpresada ectdpicamente y patoldégicamente
en tejidos tumorales humanos. Por lo tanto, dentro de este contexto, hipotetizamos que:

GPAT2 cumple un rol de importancia en la espermatogénesis y, como lo hacen
otros CTA, influye en el desarrollo del fenotipo tumoral al sobreexpresarse
ectopicamente en células cancerosas. Este patrén de expresion tisular especifico esta

determinado principalmente por la regulacién transcripcional del gen.

Para poner a prueba esta hipdtesis y determinar el rol de esta isoforma en el
funcionamiento celular, nos propusimos alcanzar los siguientes objetivos:

OBIJETIVOS

1. Estudiar la regulacion transcripcional de Gpat2 de raton, con el objetivo de determinar
los principales mecanismos que influyen en su expresion en testiculo. Para ello primero
se estudiara el perfil de expresion del ARNm y de la proteina en el transcurso de la
primera ola espermatogénica para conocer qué tipo de células germinales expresan este
gen y luego se analizardn los posibles factores que influencian su transcripcion.

2. Determinar la importancia de esta proteina en la espermatogénesis. Para cumplir con
este objetivo, se silenciara la expresion de Gpat2 en testiculos de ratones prepuberes
con la finalidad de disminuir la expresion de su producto y asi determinar si GPAT2 es
una proteina de importancia para el establecimiento de la capacidad reproductiva
masculina.

3. Determinar si la presencia de GPAT2 influye en el desarrollo del fenotipo tumoral, para
lo cual se emplearan lineas celulares humanas derivadas de tumores que expresen
GPAT2 y cuyas caracteristicas relacionadas con el fenotipo tumoral se evaluardn antes y
después de silenciar la expresidon de este gen.

4. Estudiar el patron de expresion y regulacidn transcripcional de GPAT2 en lineas
celulares humanas, con el objetivo de determinar cuales son los mecanismos que
influyen en la regulacion transcripcional de este gen en humano para intentar explicar su
expresion andmala en células tumorales y consolidar su pertenencia al grupo de los CTA.
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MATERIALES Y METODOS

Las composiciones de los buffers o de las soluciones que se usaron y los mapas de los
vectores empleados se detallan en el Anexo 1y en el Anexo 2, respectivamente.

1. MODELOS EXPERIMENTALES.

1.1. Cultivos celulares.

Para este trabajo, las diferentes lineas celulares utilizadas fueron obtenidas de ATCC y
mantenidas en condiciones de temperatura (37 °C), humedad (98 %) y tensidon de CO, (5 %)
constantes. Para el mantenimiento de la linea celular, los medios fueron suplementados con
SFB al 10 %, 100 U/ml de penicilina y 100 pug/ml de estreptomicina (de ahora en mas
denominados como medio “completo”) y las células fueron subcultivadas una vez por semana.
Fueron mantenidas en placas de 100 mm. Para el subcultivo: se retiré el medio de cultivo, la
monocapa de células se lavé con 5 ml de PBS tibio y luego se agregd 0,5 ml de tripsina 0,25% en
EDTA 0,9 mM (Gibco). La accion de la tripsina se frend con 5 ml de medio de cultivo completo
tibio y las células se dispersaron por pipeteo. Un décimo del volumen se colocd en una placa de
cultivo nueva y se completd con 10 ml de medio completo tibio. Sélo en el caso de la linea RAW
264.7 se las repico utilizando scrapers (Greiner). Para ello, partiendo de placas de 100 mm, se
levantd la monocapa raspandola suavemente con el scraper, para luego dispersar las células
por pipeteo. Luego, un décimo del volumen se colocd en una placa nueva y se agregaron 10 ml
de medio completo. Todo el material de cultivo fue esterilizado por autoclave o por filtracion
en el caso de los medios de cultivo. En la tabla 1 se detallan las lineas celulares utilizadas para
cada experimento, el medio de cultivo, etc.

Tabla 1. Lineas celulares utilizadas.

o . Medio de .
Nombre Cédigo en ATCC Origen . Experimento
cultivo
Células epiteliales
provenientes de ovario e Estudio de la actividad del
CHO-K1 CCL-61 i . F12
de hamster chino promotor de Gpat2

(Cricetulus griseus)

Células de Sertoli
™4 CRL-1715 provenientes de ratén DMEM:F12
(Mus musculus)

e Estudio de la actividad del
promotor de Gpat2

Linea monocitica de
. e Estudio del efecto de DACy de
RAW 264.7 TIB-71 ratén (Mus musculus) DMEM y

TSA sobre el nivel de

obtenida a partir de
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tumor ascitico inducido transcripcidn de Gpat2
por el virus de Abelson
Células epif‘e“ales e Estudio de la actividad del
humanlas derlvladas |cIe promotor de GPAT2
metastasis pleura
MCF7 HTB-22 ] P RPMI e Estudio del efecto de DACy de
derivada de ]
adenocarcinoma TSA sobre el nivel de
mamario transcripcién de GPAT2
Células epiteliales e Estudio del efecto de DACy de
humanas derivadas de TSA sobre el nivel de
metastasis pleural Ly,
MDA-MB231 HTB-26 . DMEM transcripcién de GPAT2
derivada de )
: e Estudio del efecto del
adenocarcinoma
mamario silenciamiento de GPAT2
Células epiteliales .
_ e Estudio del efecto de DACy de
humanas derivadas de .
Hela CCL-2 i DMEM TSA sobre el nivel de
adenocarcinoma de o
. transcripcién de GPAT2
cuello de utero
e Estudio del efecto de DACy de
TSA sobre el nivel de
Células epiteliales transcripcién de GPAT2
HEK 293 CRL-1573 humanas derivadas de DMEM e Evaluacion del efecto de la
rifion embrionario metilacidn in vitro sobre la
actividad del promotor de
GPAT2
Linea celular derivada de
HEK 293 que contiene el
antigeno T del virus SV40,
HEK 293T CRL-3216 permitiendo replicar DMEM e Produccién de lentivirus
vectores que porten con
el sitio de replicacién del
SV40
Célul itelial .
clflas epiteliales e Estudio del efecto del
HCT116 CCL-247 humanas derivadas de DMEM . L
. silenciamiento de GPAT2
carcinoma de colon

1.2. Mus musculus.

Los protocolos de manejo de animales fueron aprobados por el Comité Institucional para
el Uso y Cuidado de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Ciencias Médicas
(FCM), UNLP (numero de aprobaciéon T10-02-2013, noviembre de 2013).
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Para los experimentos de expresion de Gpat2 en funcién de la edad, de blsqueda de
sitios de metilacion in vivo y de silenciamiento de Gpat2 in vivo, se utilizaron ratones de la cepa
Balb/c del Bioterio Central de la FCM o fueron adquiridos en el Bioterio de la Facultad de
Ciencias Veterinarias (UNLP). Fueron mantenidos en cuartos con temperatura controlada (23
°C), ciclos de luz/oscuridad de 12 horas y la administracién de agua y alimento (Cargill) fue ad
libitum.

Para el experimento de prueba de la capacidad tumorigénica de células de la linea MDA-
MB-231 transfectadas establemente con un vector que silencia la expresiéon de GPAT2, se
usaron ratones hembra atimicas (“nude”) de 6 semanas de edad provenientes del Bioterio de la
Facultad de Ciencias Veterinarias (N:NIH(S)-nu/nu/LP). Estos fueron mantenidos en una sala
apartada del Bioterio Central de la FCM, especialmente acondicionada para el trabajo con este
tipo de ratones, con ciclos de luz/oscuridad de 12 horas y temperatura controlada (23 °C). Todo
el material fue esterilizado previo contacto con los animales, incluyendo el lecho de viruta y el
alimento (CNEA, alimento irradiado). Tanto el alimento como el agua fueron suministrados ad
libitum.

2. PROTOCOLOS GENERALES DE TRABAJO CON ADN.

Para todos los procedimientos de biologia molecular o de trabajo con bacterias se utilizd
material (tips, microtubos, tubos de PCR, etc) esterilizado por autoclave.

2.1. Cepa utilizada de bacterias.

Para los experimentos de clonado se utilizd la cepa de bacterias de Escherichia coli
JM109. Esta cepa es adecuada para su uso para clonado de vectores no sélo porque es
facilmente transformable y de facil crecimiento, sino también porque la mutacion en el gen
RecA evita que el vector se integre en su genoma y la mutacion en el gen de la Endonucleasa A
permite obtener pldsmidos de mejor calidad. Esta cepa es sensible a los antibidticos ampicilina
y kanamicina.

2.2. Medios de cultivos utilizados para bacterias.

Para el crecimiento de bacterias se utilizé el medio Luria-Bertani (LB) liquido o medio LB
suplementado con 1,5% de agar (LB-Agar) como medio sdélido. Ambos medios fueron
esterilizados en autoclave y en caso de requerir antibioticos, éstos fueron agregados una vez
que el medio alcanzd una temperatura igual o menor 50 °C.

2.3. Preparacion de bacterias competentes.

Para la preparacion de bacterias JM109 quimicamente competentes, se siguid el
protocolo descripto por Inoue et al. [65]. Para ello se partié de una placa de LB-Agar con una
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estria de E.coli JM109 crecida toda la noche a 37 °C. A 250 ml de SOB en un Erlenmeyer de 2 | se
le agregd la Solucidon de Magnesio junto con 10 colonias picadas de la placa de LB-Agar. Se
dejaron crecer por aproximadamente 15 horas a 22 °C con agitacién vigorosa, hasta alcanzar
una DO de 0,6. Luego, se colocd el erlenmeyer en hielo por 10 minutos y se centrifugd 10
minutos a 2100 x g a 4 °C. Se descartd el sobrenadante, el pellet se resuspendié en 80 ml de
Buffer de Transformacién (TB) y se incubé 10 minutos en hielo. Luego se centrifugd por 10
minutos a 2100 x g a 4 °C. Se retird el sobrenadante y el pellet se resuspendié en 20 ml de
buffer TB frio, al que se le adicionaron 1,4 ml de DMSO (7 % DMSO). Por ultimo, las células
resuspendidas se volvieron a incubar en hielo por 10 minutos y luego se alicuotaron de a 200 ul
en microtubos previamente enfriados en hielo. Para lograr una congelacién rapida, a medida
que se preparaban las alicuotas, las mismas eran sumergidas en nitréogeno liquido y luego
conservadas a -70 °C.

2.4. Transformacion de bacterias con ADN plasmidico.

Para la transformacién de bacterias competentes con ADN plasmidico se siguio el
protocolo de Sambrook [66]. Para ello, las células competentes fueron descongeladas en hieloy
alicuotadas de a 100 pl en microtubos previamente enfriados en hielo. Se agregaron alrededor
de 10 ng de ADN plasmidico por tubo, se mezclé y se incubé en hielo por 30 minutos. Luego se
procedio a realizar el shock térmico, incubando las suspensiones de bacterias por 45 segundos
en un bafo de agua a 42 °C, para después incubarlas por 5 minutos mas en hielo. Transcurrido
este tiempo, a cada tubo se le agregaron 600 ul de medio SOC a temperatura ambiente y se
llevaron a una incubadora a 37 °Cy agitacion de 180 rpm por una hora. Por ultimo, las bacterias
fueron sembradas en placas LB-Agar con el antibidtico correspondiente segun el gen de
resistencia que porte el pldsmido transformado e incubadas toda la noche en estufa a 37 °C
para permitir el crecimiento de las colonias transformantes. En caso de placas de LB-Agar-
ampicilina la concentracion del antibiético fue de 100 pg/ml, en el caso de placas de LB-Agar-
kanamicina la misma fue de 50 pg/ml.

2.5. Obtencion de plasmidos a pequeia escala (miniprep).

Para la obtencién de pldsmidos a pequeia escala se partid de cultivos bacterianos de 5
ml en medio LB liquido (con el antibidtico correspondiente) que se dejaron crecer toda la noche
a 37 °C y 180 rpm. Para la purificacion del plasmido se utilizaron kits comerciales de Qiagen
(QlAprep Spin Miniprep Kit) o de GE Healthcare (illustra Plasmid Mini Spin Kit), siguiendo las
instrucciones del fabricante.

2.6. Obtencion de plasmidos a gran escala (maxiprep).

Para la obtencidn de plasmidos a gran escala se siguid un protocolo adaptado de
Sambrook [66]. Se partié de un cultivo de bacterias en 200 ml de LB liquido (con el antibidtico
correspondiente) que se dejé crecer toda la noche a 37 °Cy 180 rpm. Luego de centrifugarlo a
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6000 x g por 10 minutos a 4 °C, se resuspendid en 10 ml de Soluciéon | y se agregd 0,5 ml de
Lisozima (10 mg/ml). Se incubé 10 minutos a temperatura ambiente, se agregaron 10 ml de
Solucién Il 'y se incubd 5 minutos mas a temperatura ambiente. Después se agregaron 10 ml de
Solucién lll fria y se incubd en hielo por otros 20 minutos. Pasado el tiempo de incubacion se
centrifugd 20 minutos a 20000 x g a 4 °C. El sobrenadante se filtré a través de gasas y se
agregaron 0,6 volumenes de isopropanol para luego dejar incubando 30 minutos a -20 °C.
Luego se centrifugd 30 minutos a 15000 x g y a 4 °C y se descartd el sobrenadante. Al pellet
obtenido se lo lavd con 10 ml de etanol 70 % y se centrifugd 10 minutos a 15000 x g. El
sobrenadante se descarté y se dejé secar al pellet por unos minutos junto a un mechero. Este
se resuspendid en 0,5 ml de agua estéril, se agregaron 2 ul de Ribonucleasa A y se incubd 30
minutos a 37 °C. Una vez finalizada esta incubacion, se guardd a -20 °C.

2.7. Cuantificacion.

Para medir la concentraciéon de ADN en las distintas muestras (miniprep, ADN gendémico,
etc) se usd un espectrofotometro marca Ultrospec 2100 pro (Amersham Bioscience) o un
espectrofotometro NanoDrop 2000c (Thermo). Los mismos permiten leer absorbancias a 260
nm, 280 nm, y 230 nm permitiendo asi no sélo medir la concentracion de ADN, sino también la
presencia de proteinas y otros contaminantes. Se consideraron como adecuados los cocientes:
260/280 > 1,8y 260/230 > 2,0.

2.8. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Para el clonado de los fragmentos del promotor de Gpat2 se usé la polimerasa iProof
High-Fidelity DNA (BioRad), que es apropiada para generar hebras de ADN de manera rdpida y
precisa. Para clonar las islas CpG a partir de ADN tratado con bisulfito de sodio, se utilizé la
polimerasa Taqg DNA de Invitrogen. Las reacciones fueron llevadas a cabo en un termociclador
Veriti (Thermo). La descripcion de las condiciones de reaccién y la secuencia de los primers
utilizados se detalla en las secciones correspondientes.

2.9. Digestion con enzimas de restriccion.

En general, el corte con enzimas de restriccion se llevé a cabo en un volumen final de 10
ul, durante 1-2 horas a la temperatura adecuada para la enzima utilizada, siguiendo el siguiente
protocolo provisto por el fabricante (New England Biolabs o Invitrogen):

- 1-0,5 pug de ADN (plasmido, producto de PCR, etc.)
- 1 pldebuffer 10 X

- 1uldeBSA10X

- 0,5 ul de enzima de restriccidn (1-3 unidades)

- H;Oc.s.p. 10l
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Cuando fuera necesario realizar una digestion con mdas de una enzima de restriccion al
mismo tiempo, la misma se llevd a cabo en algun buffer de reaccion compatible para ambas
enzimas o, en su defecto, se hizo secuencialmente, purificando entre digestiones por gel o por
columna el fragmento a digerir.

2.10. Electroforesis en geles de agarosa.

Para la preparacion de geles de agarosa se utilizé Certified Molecular Biology Agarose
(BioRad) en una concentracion de 0,5-1 %, segun el tamafio del producto a separar, en buffer
TBE. Las muestras fueron sembradas con buffer de siembra 6X para ADN, en paralelo con el
patrén de peso molecular adecuado. La corrida electroforética se llevé a cabo a 100 V por 45-80
minutos en una cuba horizontal con TBE como buffer de corrida. Para la visualizacion de las
bandas, el gel fue tefiido luego con bromuro de etidio y para el analisis del mismo se usé un
transiluminador Hoefer Macrovue UV-20 y se tomaron fotos con una camara Kodak DC 210
Zoom Digital Camera y el software Gel-Pro Analyzer (Media Cybernetics, LP).

2.11. Obtencion de células germinales de raton.

Se aislaron células de la linea germinal de ratones macho con el objetivo de extraer su
ADN gendmico para realizar estudios epigenéticos. Este protocolo fue adaptado del de
Boucheron y Baxendale [67]. Para ello de 3 a 8 ratones macho de 11, 15 y 30 dpp se sacrificaron
por dislocacidn cervical, se les extirparon los testiculos y se colocaron en medio RPMI en hielo.
Una vez colectados todos los testiculos de cada edad, se decapsularon y los tubulos seminiferos
se colocaron en otro tubo con 50 ml de RPMI en hielo. Luego, se procedié al tratamiento con
enzimas para disgregar el tejido y poder aislar las células germinales. Primero, una vez que los
tubulos se concentraran en el fondo del tubo, se retird6 la mayoria del RPMI dejando
aproximadamente 4,6 ml y se agregaron 2,4 ml de colagenasa (Wortington, 2 mg/ml), 100 pl de
hialurodinasa (Sigma, 10 mg/ml) y 300 ul de DNAsa | (Sigma, 1 mg/ml). Se incubd con agitacion
leve a 37 °C por 30 minutos. Luego se descarté el sobrenadante (conteniendo células
intersticiales) y se le agregd 3 ml de tripsina-EDTA (0,25%, Gibco) y 300 pl de DNAsa | al pellet
conteniendo principalmente células germinales y de Sertoli. Se colocd en bafio térmico a 37 °C
por 15 minutos con agitacion leve, mezclando por inversiéon cada 5 minutos. Pasado este
tiempo, se retiré del bafio y se esperd a que las células sedimentaran. Con una pipeta se retird
suavemente el sobrenadante, que se colocd en 30 ml de RPMI 10% SFB, y al pellet restante se
le agregd nuevamente tripsina y DNAsa | y se incubd por 15 minutos mas a 37 °C. Pasado este
tiempo, se separd el sobrenadante y se colocd junto con el sobrenadante anterior. Estos,
contienen células germinales y de Sertoli. La presencia de SFB en el RPMI que recibe los
sobrenadantes inhibe a la tripsina. Luego, este tubo se centrifugd a 800 x g por 10 minutos a
temperatura ambiente, se descarto el sobrenadante y se resuspendid el pellet en 3 ml de RPMI
pipeteando varias veces para que se separen las células y se determind su concentracion
usando una Cdmara de Neubauer. Se prepararon tantas placas de 100 mm como fueran
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necesarias con RPMI 5% SFB y se colocaron 5 x 10° células en cada una. Estas placas se
incubaron toda la noche a 34 °Cy 4 % de CO, para permitir la adhesidn de las células de Sertoli
a la placa de cultivo. Al dia siguiente, se observé que hubiera células adheridas con un
microscopio Olympus CKX41, se levanté el sobrenadante y se centrifugd a 800 x g por 10
minutos a temperatura ambiente. El pellet obtenido contiene principalmente células
germinales. A partir del mismo, se extrajo ADN gendmico como se describe a continuacion.

2.12. Obtencion de ADN gendmico.

Se utilizé el kit comercial DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen) siguiendo las instrucciones
del fabricante. En el caso de células en cultivo, se parti6 de una placa de 60 mm
(aproximadamente 3 x 10° células) y éstas primero se tripsinizaron y se colectaron por
centrifugacion para luego purificar el ADN del pellet obtenido. Para la obtencion de ADN
genomico de testiculos de ratdn, se usaron dos testiculos de 7 dpp y para la obtencion de ADN
genomico de células germinales, a partir del pellet obtenido a partir de la centrifugacion de dos
sobrenadantes de placas de 100 mm. Para la obtencién de ADN de sangre humana, se partié de
1 ml de sangre.

2.13. Transfeccidn de células eucariotas.

Para los ensayos de medida de la actividad del promotor de GPAT2 de humana o de
Gpat2 de ratdn (con y sin hormonas, metilado o sin metilar), se trabajo en placas multiwell de
48 pocillos (48-MW) y para la obtencidn de las lineas estables MDA-MB-231 y HCT116 con
GPAT2 silenciada o para el testeo de la capacidad silenciadora de Gpat2 de ratdn, se transfecté
en placas de 60 mm o placas 6-MW. Se procedid a transfectar la linea celular correspondiente
haciendo uso de cationes lipidicos (Lipofectamina 2000, Invitrogen). El dia anterior a la
transfeccion las células se plaquearon con medio completo de manera tal que al dia siguiente
estuvieran a una confluencia del 80%. Al dia siguiente se procedid al agregado del ADN
plasmidico de interés. Para ello, se diluyo el ADN (0,4 ug/pocillo en 48-MW, 6 ug/pocillo en 6-
MW, 10 pg en placa de 60 mm) en medio de cultivo correspondiente incompleto (25 ul/pocillo
para 48-MW, 250 pl/pocillo para 6-MW, 500 ul para placas de 60 mm) y la Lipofectamina 2000
(relacion Lipofectamina 2000:ADN, 3:1, vol.:pg) en los mismos volimenes de medio
incompleto. Luego de una incubacién de 5 minutos se mezclaron y se dejaron a temperatura
ambiente por 20 minutos. Al finalizar la incubacion se retiré el medio de cultivo de las células,
se lavé la monocapa con PBS tibio y se agregaron 150 pl de medio incompleto en el caso de 48-
MW, 800 ul en 6-MW y 1,5 ml en el caso de la placa de 60 mm. Pasados los 20 minutos, se
agregaron los complejos ADN-cationes lipidicos a las células y se incubaron por 6 horas en
estufa a 37 °C. Pasadas las 6 horas de incubacion, se retiré el medio y se agregd medio de
cultivo completo. A las 48 horas se procedid a levantar las células y a realizar las medidas
correspondientes en el caso del ensayo de la actividad del promotor o a subcultivarlas para
comenzar la seleccidn con antibidticos, en el caso de las lineas establemente silenciadas.
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Para la produccion de lentivirus se transfectaron células HEK 293T mediante la técnica
de Fosfato de Calcio. En la seccion “Produccion de lentivirus” se describe detalladamente esta
técnica.

2.14. Tratamiento de ADN con bisulfito de sodio.

El tratamiento de ADN gendmico con bisulfito de sodio es el test de referencia para
determinar el estado de metilacidon del ADN ya que permite diferenciar de manera cualitativa,
cuantitativa y especifica las 5-metilcitosinas (5MC) de las citosinas no metiladas. Este método
fue introducido por Frommer et al. [68] y se basa en el hecho de que las reacciones de 5SMCy
citosinas no metiladas progresan de manera distinta después del tratamiento con bisulfito de
sodio: mientras que las citosinas no metiladas se convierten en uracilo, las 5MC resisten este
cambio y permanecen como citosinas, permitiendo, luego de su secuenciacion, distinguir las
citosinas metiladas de las no metiladas.

En la siguiente tabla se muestra un ejemplo de las secuencias obtenidas luego del
tratamiento con bisulfito de sodio de secuencias con C metiladas y sin metilar:

Tabla 2. Ejemplo de tratamiento de secuencias de ADN con bisulfito de sodio.

Antes de la conversion Después de la conversion Después de la
con bisulfito con bisulfito secuenciacion
Secuencia NO
. N-CG-N-CG-N-CG-N N-UG-N-UG-N-UG-N N-TG-N-TG-N-TG-N
metilada
Secuencia
. N-CG-N-CG-N-CG-N N-CG-N-CG-N-CG-N N-CG-N-CG-N-CG-N
metilada

Basicamente, el bisulfito desamina las citosinas no metiladas que, luego de la
desulfonacion alcalina, produce su conversion a uracilo, mientras que la conversidon de 5MC es
mucho mas lenta [69].

Sulfonacion Desaminacion Desulfonacion

NH, NH; o o

HJ&‘A\. HSO% HL”K.AHH H,-D__ HNJ\;-LHH OH H i |
ﬂéJ\ ,Jﬂm Dﬁlx Jm Ty D‘)\ J\sg, HSO3 n'/“L\u

M . N
| N 50, NH,
-]

| |
R R

Citosina Uracilo

Para realizar la conversién de ADN gendmico se utilizé el kit comercial EpiTect Bisulfite
Kit (Qiagen) que consta de seis simples pasos: conversion de ADN por bisulfito de sodio, unién
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del ADN tratado a una membrana en columna (EpiTect spin-columns), lavado, desulfonacidn del
ADN unido a la columna, lavado para remover el agente de desulfonaciéon y elucion del ADN
unido a la columna. Debido a que en esta técnica el ADN es sometido a condiciones de altas
temperaturas y bajo pH, suele ocurrir la fragmentacién del mismo, lo que lleva a una
disminucién en su calidad. Por esto, se partié de la maxima concentracién de ADN gendmico
posible para este kit, en este caso 2 pug y se procedid segun las instrucciones del fabricante.

2.15. PCR vy clonado de ADN tratado con bisulfito de sodio para su secuenciacion.

Luego de la conversion del ADN gendmico con bisulfito de sodio es necesario amplificar
por PCR la regiéon de interés para poder secuenciar y asi determinar su estado de metilacion. El
disefio de los primers para PCR post bisulfito es critico para poder analizar las secuencias
obtenidas. Dado que las citosinas no metiladas cambian a uracilo y que el estado de metilacién
de los pares CG es desconocido, es necesario disefiar primers que apareen por fuera de las
regiones con estos dinucledétidos. Debido a que las Islas CpG por definicion son regiones ricas en
pares CG, es necesario disefar primers por fuera de las mismas y reemplazar en éstos todas las
C por T. Los primers fueron disefiados haciendo uso del programa on line MethPrimer
(http://www.urogene.org/cgi-bin/methprimer/methprimer.cgi) tanto para el analisis de las Islas

CpG del promotor de Gpat2 de ratén, como para las de humano. Las secuencias de los primers
se detallan a continuacion en la siguiente tabla:

Tabla 3. Secuencias de primers utilizados post tratamiento con bisulfito de sodio.

. Posicién con Tamainio del .
Especie Nombre Secuencia
respecto a GPAT2 producto
De +401 a +377 (en F1
X , GGAATGTTTGTGTTTTATAGAGAGT
el 1° intron, forward)
200 pb
De +226 a +201 (en R1
AAAAAAACATCCAAAACCTAATATC
el 1° intron, reverse)
Homo sapiens
De +44 a +19 (en el
. 3 F5 TTTGAAGTAGGAAAGTTTTTGGATG
1° intrén, forward)
400 pb
De -175 a -200
R5
(reverse) CAAAATCTAACCTAAATCCCTACTC
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De -81 a -56
IG2MmF1 ATTGGTTGGTTTTTTAGTTGTTGAG
(forward)
Mus musculus 196 pb
De + 69 +92 (en el IGZMmR1
ATTCCACATCAATCCCTACCTAAC
1° intrén, (reverse)

La PCR post conversidon con bisulfito de sodio se llevé a cabo en un termociclador Veriti
(Thermo) utilizando la enzima Tag DNA Polimerase de Invitrogen, en un volumen final de 25 pl
siguiendo el siguiente protocolo, basado en las instrucciones del fabricante:

- 2-10 pl de molde (ADN tratado con bisulfito de sodio)
- 2,5 pl de primer forward 10 uM

- 2,5 pl de primer reverse 10 uM

- 2,5 pl de Buffer 10 X

- 0,75 pl de MgCl, 50 mM

- 0,5 pulde dNTPs 10 mM

- 0,2 ul de Tag DNA polimerase (5U/ul)

- HyOc.s.p. 25l

Para el ciclado se siguid el siguiente protocolo:

- 1ciclode 2 minutosa 94 °C

- 8 ciclos de touchdown PCR: 45 segundos a 94 °C, 40 segundos a 64-56 °C (bajando de a 1
°C por ciclo), 1,5 minutos a 72 °C

- 30ciclos: 45 segundos a 94 °C, 40 segundos a 56 °C, 1,5 minutos a 72 °C

- 1ciclode 6 minutosa 72 °C.

Debido a que la cantidad de producto obtenido luego de una ronda de PCR no era
suficiente, se analizaron 15 pl de la reaccidn por electroforesis en gel y en caso de haber
obtenido la banda de interés se utilizaron 5 pl para repetir la PCR. Luego todo el volumen de
reaccion se sembré en un gel y las bandas de interés se purificaron haciendo uso del kit illustra
GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare) siguiendo las instrucciones del
fabricante.

Para poder secuenciar las bandas obtenidas, fue necesario primero clonarlas en el vector
PGEM-T Easy Vector (Promega). Basdndose en las instrucciones del fabricante, se siguid el
siguiente protocolo de clonado:

- 20-50 ng de producto purificado
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- 5yl de Ligase Buffer 10 X

- 0,5 ul pGEM-T Easy Vector (50 ng/ pl)
- 1pulT4 Ligasa

- H;Oc.s.p. 10l

Se dejo6 ligando toda la noche a 4 °Cy al dia siguiente la totalidad del volumen se utilizd
para transformar 100 ul de bacterias JIM109 competentes. Este vector, mediante el screening
azul-blanco, permite diferenciar las colonias transformantes que poseen el vector con el inserto
(blancas) o el vector sin inserto (azules). Por lo tanto, al dia siguiente se picaron 6-9 colonias
blancas y se crecieron en 5 ml de medio LB toda la noche a 37 °C y 180 rpm. Al otro dia se
purificaron los plasmidos usando el kit QlAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen) y la presencia de
inserto se verificd cortando al vector con enzimas de restriccion. En caso de tener inserto, se
enviaron a secuenciar 200 ng de cada miniprep a la empresa Macrogen (Corea).

2.16. Metilacion in vitro.

Para el estudio del efecto de la metilacion sobre la actividad del promotor de Gpat2 de
ratdon y de GPAT2 humano se utilizd el kit comercial CpG Methyltransferase (M.Sssl) de New
England Biolabs. Haciendo uso de las construcciones en el vector pGL3-BV, mas adelante
descriptas, se siguid el protocolo del fabricante. Partiendo de 3 pg de cada vector se prepararon
las siguientes reacciones:

Vector Metilado
- 3 pugdevector

- 2 pl de s-adenosilmetionina 1,6 mM
- 2 ul de Buffer 2 NEB 10 X

- 1 pl Sss | metiltransferasa (4 U/ pl)
- H;Oc.s.p. 20 pl

Vector Control

- 3 ugdevector

- 2 pl de s-adenosilmetionina 1,6 mM
- 2 ul de Buffer 2 NEB 10 X

- Hy,Oc.s.p. 20 ul

Se incubaron por 3 horas a 37 °C y luego la enzima se inactivé por 10 minutos a 65 °C.
Después, los vectores metilados o los control se purificacion por columna por medio del kit
comercial GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Estos vectores luego fueron transfectados en la linea celular
correspondiente para luego analizar su actividad promotora y asi poder determinar si la misma
es afectada por el estado de metilacion de las C de los pares CG que contiene.
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3. PROTOCOLOS ESPECIFICOS DE TRABAJO CON ADN.

3.1. Confeccidn de plasmidos con fragmentos del promotor de GPAT2 humano y de

raton en el vector pGL3-BV.

Para la confeccion de las construcciones del promotor de Gpat2 de raton y de GPAT2 de
humano en el vector pGL3-BV (Promega) se partié de ADN gendmico de tejido adiposo de ratén
y de ADN de sangre humana y se utilizé la polimerasa iProof High-Fidelity DNA (BioRad) para
obtener, por PCR, el fragmento de interés. Siguiendo las instrucciones del fabricante, se
procedid segln el siguiente protocolo:

- 1 pug-500 ng de ADN gendmico

- 10 pl de Buffer HF iProof

- 1plde dNTPs 10 mM

- 5l de primer forward 10 uM

- 5l de primer reverse 10 uM

- 0,5 uliProof DNA polimerasa (2 U/ pl)
- H;Oc.s.p. 50 ul

Protocolo de ciclado:
- 1ciclo de 30 segundos a 98 °C
- 35ciclos de 10 segundos a 98 °C, 30 segundos a 57 °C, 15-30 segundos/Kbase a 72 °C
- 1ciclode 10 minutos a 72 °C.

En la siguiente tabla se muestran las secuencias de primers utilizadas (para las
construcciones de distintos tamafios del promotor de Gpat2 de ratén se varid la posicion del
primer forward, |la del reverse se mantuvo):

Tabla 4. Secuencias de primers utilizados para clonar las regiones circundantes al primer exén
de Gpat2 de ratén y GPAT2 de humano. En negrita se resaltan los sitios de restriccién

adicionados.
. s - Nombre
Region Tamano
. ) del vector
Especie donde Nombre del Secuencia con el
aparea producto .
inserto
-1324 3.4MmForward 3441 pb ACGCGTGGTTCTGAAACTGGAGGTCAG -1324 P
Mus -1165 3.2MmForward 3282 pb ACGCGTGACCAGGAGAGGGTGCTAGA -1165 P
musculus -873 2.9MmForward | 2990 pb ACGCGTACAGCTGACCAAAAGCCACT -873 P
-642 2.7MmForward 2760 pb ACGCGTTGGGGTAATTGGTTCTCACC -642 P
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156 2.2MmForward | 2273 pb ACGCGTTGTGGTACAGGCAGCAAGTC 156 P
+145 1.9MmForward | 1972 pb ACGCGTACAGTCAGAGGCAAGCTGGT +145 P
+2080 MmReverse - CTCGAGTCTGTAAGATCAGTGAATCAAGCAC -
— 2922 HsPG2Forward ACGCGTTGGTCAGTGTCTGTTGGCAG
: 3745 pb HsG2 P
sapiens +823 HsPG2Reverse CTCGAGTTGAACAGCAGAGGGCTTGT

La presencia de las bandas del tamano deseado se confirmd por electroforesis en gel de
agarosa y previo a su insercion en un vector comercial, se purificaron usando el kit comercial
illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare). Una vez purificado, el
producto de PCR se ligd en el vector comercial PCR-Blunt vector (Zero Blunt PCR Cloning Kit,
Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante. Una vez obtenidas las construcciones en
este vector, las mismas se cortaron haciendo una digestién doble con las enzimas de restriccién
Mlul y Xhol (Promega), con el objetivo de insertarlas en el vector pGL3-Basic Vector (pGL3-BV,
Promega). Para ello el vector pGL3-BV se cortdé con esas mismas dos enzimas vy, luego de
purificarlo por columna, se ligd con el inserto. De esta manera, se asegura que la direccién de
los promotores clonados sea la correcta. En los primers se han agregado los sitios de restriccion
para las enzimas mencionadas (ACGCGT: Mlul; CTCGAG: Xhol). Luego, las ligaciones se
transformaron en bacterias JM109, los plasmidos se obtuvieron mediante el kit comercial de
Miniprep de Qiagen y para chequear la secuencia obtenida se enviaron a secuenciar Macrogen,
Corea.

3.2. Medida de la actividad del promotor de Gpat2 de ratéon y de GPAT2 humana.

El vector comercial pGL3-BV permite analizar cuantitativamente la capacidad promotora
y los factores que puedan modificar la expresion de genes de mamifero. Estos factores pueden
ser factores que actuan en cis, como secuencias promotoras y potenciadoras, o factores que
actuan en trans, como diversos factores de union a secuencias consenso del ADN. Este vector
contiene como gen reportero el ADNc del gen de la luciferasa de la luciérnaga Photinus pyralis,
que ha sido optimizado para el estudio de la actividad transcripcional cuando es transfectado
en células eucariotas. Los insertos con las regiones promotoras se ligaron en el sitio de
multiclonado que se encuentra corriente arriba del gen de la luciferasa. De esta manera, la
expresion del gen de la luciferasa y, por lo tanto, la actividad luciferasa, depende de la
efectividad de la secuencia promotora que se ha insertado.

Para el estudio de la actividad promotora de los fragmentos obtenidos de la regién 5 del
gen de GPAT2 de ratdn o de humano, se transfectaron las diferentes construcciones de pGL3-
BV en células de mamifero en cultivo. Ademas de transfectar la construccién de interés, se co-
transfectd un vector como control interno que permite normalizar la actividad de luciferasa
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medida a la eficiencia de la transfeccién. Este vector (pRL-TK) es un segundo vector con
luciferasa de otra especie (Renilla reniformis) como gen reportero y, en este caso, con un
promotor moderado, como el de la Timidina Quinasa del virus Herpes Simplex. Dado que las
luciferasas de luciérnaga y de Renilla son de diferente origen evolutivo, poseen requerimientos
de sustrato distintos, lo que permite discriminar selectivamente entre las dos bioluminiscencias
provenientes de una misma muestra. El kit comercial Dual-Luciferase Reporter Assay System
(DLR, Promega) permite medir la actividad luciferasa de luciérnaga y luego extinguirla para
medir la actividad de luciferasa de Renilla.

Por lo tanto, al cabo de 48-72 horas de la transfeccidn, se levantaron y se lisaron las
células, se midio la actividad luciferasa del vector problema y subsiguientemente, la actividad
luciferasa proveniente de pRL-TK haciendo uso del kit comercial DLR en un equipo DTX 880
Multimode Detector (Beckman Coulter). Para realizar los calculos, se normalizé en cada caso la
luminiscencia proveniente del vector problema a la luminiscencia proveniente de pRL-TK.

Con estas construcciones se realizaron los siguientes experimentos:

3.2.1. Determinacion del promotor minimo de Gpat2 de raton.

Las construcciones antes mencionadas (-1324 P — +145 P) fueron transfectadas en la
linea celular CHO-K1 en una placa de 48-MW. Luego de 48 horas las células fueron lisadas y se
midid la luminiscencia proveniente de las construcciones en pGL3-BV y luego la
correspondiente a pRL-TK. Este experimento se realizo tres veces por duplicado.

3.2.2. Efecto de diversas hormonas sobre la actividad del promotor de Gpat2 de raton.

Para el estudio del efecto de diversas hormonas sobre la actividad del promotor de
Gpat2 de ratdn se trabajé en primera instancia con la construccion mas larga, la -1324 P. Esta
construccion se transfectd en placas de 48-MW. Veinticuatro horas después del plagueo de las
células, éstas se transfectaron y a las 6 horas se retird el medio de transfeccion y se agregd
medio incompleto (sin SFB) y la hormona correspondiente. A las 48 o 72 horas post-
transfeccion se lisaron las células y se midié la actividad de luciferasa. Las hormonas fueron
preparadas en una solucién madre en agua estéril, DMSO o etanol absoluto, a la concentracién
recomendada por el fabricante y preservadas a — 80 °C. Se eligieron lineas celulares que
expresaran el receptor de la hormona en estudio. En el siguiente cuadro se indican las
hormonas que se testearon, en qué linea celular y en qué concentracion. Estos experimentos se
realizaron tres veces, por duplicado.
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Tabla 5. Hormonas utilizadas en ensayos de actividad del promotor de Gpat2.

Concentracion de Linea celular en | Concentracion sérica normal

Hormona . . a
trabajo la que se evalué en raton
Corticosterona (Sigma) | 60 ng/ml (0,17 uM) CHO-K1 0,05-0,2 uM [70]
FSH (cedida por el Bioqg.
( p I 50-100 ng/ml T™M4 10-70 ng/ml [71]
Scaglia)
Estradiol (!Beta-estradiol, 10° — 1011 M MICE7 20 pg/ml (7x10™ M) (ratones
Sigma) macho adultos) [72]
Acido all-trans Retinoico
. 0-20 uM TM4
(ATRA) (Sigma) Retinol (Vitamina A): 1,5 uM
Acido 9-cis Retinoico [73]
0-10 uMm TM4

(9cisRA) (TRC)

3.2.3. Estudio del efecto de la metilacidn sobre la actividad del promotor de Gpat2 de
raton y de GPAT2 de humano.

Con el objetivo de determinar si el estado de metilacidon del promotor de Gpat2 de ratdn
o de GPAT2 de humano influye sobre su actividad, se realizd una metilacién in vitro de los
vectores -156 P (promotor de ratén) y HsG2 P (promotor de humano) como indica el fabricante.
Luego se transfectaron en las lineas CHO-K1 y HEK 293 respectivamente. Como control se
transfectaron los mismos vectores que fueron incubados con la mezcla de reaccidn, pero sin la
enzima Sss | metiltransferasa. Estos experimentos fueron realizados por duplicado, dos veces.

4. GENERACION DE LINEAS ESTABLES CON GPAT2 DE HUMANO SILENCIADA.

Para estudiar el efecto de la expresién de GPAT2 en el desarrollo y mantenimiento del
fenotipo tumoral, se trabajé con dos lineas celulares humanas derivadas de tumor que
expresan esta enzima en niveles elevados: MDA-MB-231 y HCT116. La expresion de GPAT2 se
silencid por medio de vectores que portan un ARN de interferencia contra el transcripto
primario de esta enzima. La eleccidon de las lineas celulares estuvo basada en informacion
extraida de datos in silico, que luego fue corroborada por qPCR (Figuras 2.4 y 2.5 de
Resultados).

El silenciamiento de GPAT2 en las lineas celulares MDA-MB-231 y HCT116 se logrd
mediante la interferencia por ARN (RNA interference, iRNA). Se trabajé con los vectores de la
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compafia OriGene HuSH-29 shRNA Vectors, basados en el silenciamiento con ARN pequeios en
forma de horquilla (short hairpin RNA, shRNA). Cuatro plasmidos con 29 nucledtidos especificos
contra todas las distintas variantes de splicing de GPAT2 (sh-GPAT2) fueron adquiridos, junto
con un vector control cuya secuencia blanco no aparea con ningin ARNm de humano (Non-
effective 29-mer scrambled shRNA cassette, SCR-GPAT2). Estos vectores poseen ademas el gen
de resistencia a puromicina y a kanamicina (gen de resistencia eucariota y procariota
respectivamente) y el gen de la Proteina Fluorescente Verde (Green Fluorescent Protein, GFP)
regulado por el promotor del Citomegalovirus (CMVp).

Para seleccionar el vector sh-GPAT2 que mejor silencia GPAT2, se probd cudl de los 4
vectores comerciales silenciaba mas la expresion de GPAT2 cuando se co-transfectaba con un
vector de expresion que porta el cDNA de GPAT2 (pCMV6 Vector, TrueORF, Origene) en la linea
celular HEK 293. El nivel de silenciamiento se midié por qPCR. Una vez seleccionado el vector
silenciador, se procedid a transfectar las lineas celulares de interés.

Para lograr una linea estable con GPAT2 silenciada se transfectaron en placas de 60 mm
10 ug del vector sh-GPAT2 en cada una de las lineas celulares mencionadas por medio de
cationes lipidicos, como se dijo anteriormente. Veinticuatro horas después, la eficiencia de la
transfeccidon se chequed observando la cantidad de células verdes bajo luz fluorescente, las
células se repicaron y se agregé medio DMEM completo con 1 pug/ml de Puromicina para
seleccionar las células que portan el plasmido. En paralelo se realizaron los controles
transfectando con el vector SCR-GPAT2. Una vez alcanzado un 80-90% de células verdes con
cada vector se procedio a realizar los experimentos correspondientes. El nivel de silenciamiento
se monitored regularmente por gPCR.

Tabla 6. Secuencias de los shRNA contra GPAT2 humana adquiridas.

N° de identificacion del .
Clon Secuencia
clon
1 TG307972A / GI1331881 GGAGATACTGTTGCGTGGCTTTGATGTAG
2 TG307972B / GI331882 TGGTTCGGAGGCTCTGCTATTTCCTGTGG
3 TG307972C / GI331883 GCAGGAATACATCGTCAGTGCCAGAAGCT
4 TG307972D / GI331884 | TGCACCGTGTGACATAGACCATGCCTCGG

4.1. Experimentos realizados con lineas celulares tumorales humanas con la expresion
de GPAT2 silenciada.
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Una vez obtenidas las lineas celulares cancerosas con GPAT2 silenciada, se procedid a
evaluar sus caracteristicas tumorales.

4.1.1. Experimentos in vitro.

4.1.1.1. Estudio de la tasa de proliferacion.

La tasa de proliferacion de las lineas MDA-MB-231 y HCT116 con GPAT2 silenciada
(MDA-SH y HCT-SH) y de sus respectivos controles scramble (MDA-SCR y HCT-SCR) fue evaluada
por medio del ensayo de MTT [74]. Este ensayo se basa en la reduccién metabdlica del bromuro
de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) realizada por la enzima mitocondrial
succinato-deshidrogenasa en un compuesto coloreado de color azul (formazan), permitiendo
determinar la funcionalidad mitocondrial de las células tratadas. Este método ha sido muy
utilizado para medir viabilidad, supervivencia y proliferacién celular, siendo la cantidad de
formazan producido directamente proporcional a la cantidad de células vivas. Para ello, 6000
células fueron sembradas por cuadruplicado en 4 placas 12 MW y durante 4 dias se retirod, cada
24 horas, de a una placa de la estufa de cultivo y se procediéo con el ensayo de MTT.
Brevemente, 500 pl de una solucién 5 mg/ml de MTT en PBS fue agregado a cada pocillo, se
incubd por 4 horas en estufa de cultivo en la oscuridad, luego se vaciaron los pocillos y se
agregaron 500 pl de una solucién 0,04 M de HCl en isopropanol y se incubd por 5 minutos a
temperatura ambiente. Se evalué la diferencia entre absorbancias a 560 nm — 640 nm,
haciendo uso de un lector de placas DTX 880 Multimode Detector (Beckman Coulter). Este
experimento se repitid tres veces por cuadruplicado.

4.1.1.2. Estudio de la tasa de migracion.

El experimento de “cerrado de la herida” se basa en el comportamiento de una
monocapa de células confluente a la que se le ha realizado una brecha o “herida”. Las células
en el borde de la brecha migraran a través de ella hasta ponerse en contacto con otras células,
cerrando asi la “herida”. Cuanto antes se cierre la herida, mas rdpido migran esas células y mas
tumorigénicas son. Partiendo de una placa de 100 mm confluente de MDA-SH y MDA-SCR, se
realizaron 6 “heridas” con un tip de 200 pl. Luego, se lavd con PBS tibio para eliminar los
detritos celulares y se agregd medio DMEM completo. A las 0, 2, 6 y 8 horas se tomaron fotos
de las “heridas” con un microscopio invertido Olympus IX71, haciendo uso de una camara
Olympus, en aumento total 100 X. Para cuantificar la tasa de migracién, se midié el ancho de la
“herida” en diez regiones diferentes, haciendo uso del software Image Pro Plus. Este
experimento se repitié dos veces, por triplicado.

4.1.1.3. Estudio del crecimiento independiente de anclaje.

Para este ensayo, una capa de 1,5 ml de medio DMEM completo con 0,5 % de agarosa
fue agregado a una placa de cultivo de 35 mm. Luego que solidificara, se resuspendieron 5000
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células en 1,5 ml de medio DMEM completo con 0,35 % de agarosa y se agrego a las placas.
Estas fueron incubadas a 37 °C en estufa de cultivo por 14 dias. Las colonias se visualizaron y
contaron haciendo uso de un microscopio invertido Olympus IX71. Cuanto mas tumorigénica
sea la linea celular, mas colonias formara. Este experimento se repitié dos veces y cada medida
se realizé por triplicado.

4.1.2. Experimentos in vivo.

4.1.2.1. Xenoinjertos en ratones nude.

La tumorigenicidad in vivo es la capacidad de una linea celular para desarrollar tumores
en ratones inmunodeficientes. Para ello se inoculan las células en cuestidn en ratones atimicos
y se controla el tiempo que les toma generar el tumor y las caracteristicas del mismo. Price JE et
al. [75] reportaron por primera vez la capacidad tumorigénica in vivo de la linea celular MDA-
MB-231, ampliamente utilizada en la actualidad en este tipo de experimentos. Con el objetivo
de determinar si el silenciamiento de GPAT2 en la linea celular MDA-MB-231 afecta su
capacidad de formacidn de tumores in vivo, se inocularon 3 grupos de 5 ratones nude hembras
cada uno, de 6 semanas de edad con:

- Grupo MDA-SCR: 3,2 x 10° células en 200 pl de DMEM
- Grupo MDA-SH: 3,2 x 10° células en 200 pl de DMEM
- Grupo Control: 200 pul de DMEM

La inoculacidn se llevd a cabo una semana después de la aclimatacion de los animales y
se realizd por via subcutanea en el flanco izquierdo del raton con agujas 30G de 13 mm. El
monitoreo del animal y del crecimiento tumoral se realiz6 diariamente por observacion
cuidadosa, palpacién del area inyectada y medicién del volumen empleando un calibre y la
formula modificada de un elipsoide: largo x ancho® x %. Doce semanas después de la
administracidon de las células, los animales fueron sacrificados por dislocacién cervical y los
tumores fueron extirpados y pesados. Para el sacrifico del animal, se tuvo en cuenta el criterio
de punto final humanitario, que especifica que el tumor no debe superar un didmetro mayor a
1,5 cm ni mostrar heridas ulcerosas o que se debe proceder al sacrificio si el tumor, a pesar de
no haber alcanzado el maximo tamano permitido, es un limitante de salud del animal, como
podria ser la restriccion de movimiento.

5. PROTOCOLOS GENERALES DE TRABAJO CON ARN.

Para todos los procedimientos de trabajo con ARN todo el material fue esterilizado
previamente en autoclave y se utilizd agua MiliQ tratada con el inhibidor de RNAsas,
dietilpirocarbonato (DEPC, Sigma), tanto para resuspender el ARN como para la preparacion de

36


mailto:nfelipe@umich.edu

MATERIALES ¥ METODOQS

las mezclas de reaccién para la sintesis de ADNc y para qPCR. Ademas, se utilizdé un juego de
pipetas automaticas especialmente reservadas para el trabajo con ARN.

5.1. Obtencion de ARN.

Para la obtencidn de ARN se utilizé el reactivo comercial TRIzol (Invitrogen) o TriReagent
(MRC) cuyo fundamento se basa en lo descripto por Chomczynski y Sacchi [76]. Se trata de una
solucion monofasica de fenol e isotiocianato de guanidina que facilita el aislamiento de ARN de
distintos tamafios moleculares manteniendo su integridad, debido a la inhibicidn altamente
eficaz de las RNasas. Brevemente, partiendo de células en cultivo en placas de 60 mm o a partir
de 100-50 mg de tejido, se agregd 1 ml del reactivo, se pipeted varias veces en el caso de
células o se homogeneizd6 mecanicamente en el caso del tejido, se agregaron 200 pl de
cloroformo y luego se agité vigorosamente por 15 segundos y se dejo reposar por 10 minutos.
Luego se centrifugd por 15 minutos a 12000 x g a 4 °C, para obtener dos fases: una fase inferior
rosa de fenol-cloroformo y una superior acuosa incolora. Se separd la fase superior y se le
agrego 500 ul de isopropanol. Se mezclé por inversidon y se dejoé reposar por 15 minutos, para
luego centrifugar 15 minutos a 12000 x g a 4 °C. Se descart6 el sobrenadante y el pellet de ARN
se lavo tres veces con etanol 75%, centrifugando a 8000 x g por 10 minutos a 4 °C entre
lavados. El pellet se dejé secar a 50 °C por 5 minutos y luego se resuspendié en 20-60 ul de
agua MiliQ-DEPC. Para su mejor conservacion, se guardo a -70 °C en alicuotas de 10 pl.

5.2. Cuantificacion de ARN.

Para medir la concentracién de ARN se usé un espectrofotdmetro marca Ultrospec 2100
pro (Amersham Bioscience) o un espectrofotometro NanoDrop 2000c (Thermo). Se prestd
especial atencidn a los valores de los cocientes 260/280 y 230/260 para evaluar la presencia de
contaminantes (proteinas y fenol/etanol, respectivamente). Se consideraron como adecuados
los cocientes: 260/280 > 1,8 y 260/230 > 2,0.

5.3. Evaluacion de la calidad de ARN.

Para determinar la integridad del ARN obtenido y la presencia o no de contaminacién
con ADN, se corrieron 0,5 pug de cada muestra en un gel con 1 % de agarosa p/v en TBE, por 20
minutos a 120 V en una cuba electroforética horizontal especialmente reservada para trabajo
con ARN. Tanto el buffer TBE para preparar el gel como el utilizado durante la corrida fueron
preparados con agua MiliQ-DEPC. Para la visualizacion de las bandas, el gel fue luego teinido con
bromuro de etidio y para el analisis del mismo se usé un transiluminador Hoefer Macrovue UV-
20 y se tomaron fotos con una cdmara Kodak DC 210 Zoom Digital Camera y el software Gel-Pro
Analyzer (Media Cybernetics, LP). Se evalué la presencia de las tipicas bandas 28S y 18S, siendo
la intensidad de la primera el doble de la segunda. Sélo se trabajé con las muestras cuya corrida
electroforética haya sido satisfactoria.
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5.4. Obtencion de ADN complementario (ADNc).

Para la obtencion de ADNc se utilizaron los kits comerciales High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems) y iScript cDNA Synthesis Kit (BioRad), siguiendo las
instrucciones del fabricante, usando 1 pug de ARN. La reaccion tipica de retrotranscripcién
consiste en:

- 2 pl de buffer de reaccion 10 X ]
- 0,8 ulde dNTPs 100 nM

- 2 ulde Random primers — + 1 ug de ARN disuelto en 10 pl finales = 20 pl finales
- 1 ul de retrotranscriptasa
- 4,2 ul de H,0 MiliQ-DEPC

—

La retrotranscripcién se llevé a cabo en un termociclador Veriti (Thermo) y el ciclado
consiste tipicamente en tres etapas: 10 minutos a 25 °C (unién de random primers al ARN), 120
minutos a 37 °C (sintesis de ADNc) y 5 minutos a 85 °C (inactivacidn de la retrotranscriptasa).

5.5. PCR cuantitativa o en tiempo real (qPCR).

Para la determinacion de la cantidad de ARNm de alglin gen en particular en algun tipo
celular o tejido especifico se utilizé el método de PCR cuantitativa a partir de ADNc. Esta técnica
se basa en la deteccidn especifica del nimero de copias de un gen determinado haciendo uso
de sondas especificas o fluoréforos no especificos. Para esto se utilizaron las supermix
comerciales iQ SYBR Green Supermix (BioRad) o ABsolute QPCR SYBR Green Mix (Thermo
Scientific) que contienen todos los reactivos necesarios para llevar a cabo una PCR tradicional
(dNTPs, una ADN polimerasa hot start, buffer de reaccidon apropiado) exceptuando los primers y
el ADN molde, los fluoréforos SYBR Green (agente intercalante) y ROX (fluoréforo no
intercalante, agregado como control de carga), todo a doble concentracién (2X). El molde para
esta reaccion es el ADNc, generalmente diluido de 5 a 20 veces, o0 mas, aunque esto dependera
de la tasa de expresidon del gen en estudio, de la sensibilidad del equipo, de la supermix
utilizada, etc. El protocolo para una reaccion tipica de qPCR fue el siguiente:

- 12,5 pl gPCR Supermix 2X
- 0,75 pl Forward + Reverse Primers 10 uM cada uno (Conc. Final: 300 mM)
- 6,75 pl H,O MiliQ-DEPC
+
- 5pul de ADNc diluido 1/5-1/20
Total: 25 pl

Para el ciclado y la lectura de la fluorescencia se usé un equipo Stratagene Mx3000P. En
general, el protocolo de ciclado y de lectura de fluorescencia fue el siguiente:
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En el segmento 1 se produce la activacién de la ADN polimerasa hot start y la
desnaturalizacion del molde, el segmento 2 constituye la reaccion de PCR propiamente dicha y
el segmento 3 corresponde a la curva de disociacion de los productos formados. Las lupas R
indican cuando se lee la fluorescencia: luego del apareamiento de los primers con el molde y
durante toda la disociacion de los productos de PCR formados. Debido a que la temperatura de
disociacion de un dimero de acido nucleico depende de su secuencia, el analisis de las curvas de
disociacion permite determinar la cantidad de productos de PCR formados durante el ciclado,
como también la presencia de sub-productos indeseados o dimeros de primers. Luego de cada
corrida se corroboré la calidad de las curvas de disociacion obtenidas y, en caso de no haber
sido satisfactorias (presencia de mas de un pico de disociacién, dimeros de primers, etc), esos
resultados no se consideraron. Luego del ciclado, el equipo devuelve el valor del Ct para cada
muestra. Este valor corresponde al ciclo en el cual la fluorescencia de un dado pocillo alcanza la
linea de base (ruido de fondo) durante la fase exponencial de la curva de reaccién de PCR, es
decir, el valor de Ct es el ciclo en el cual la fluorescencia cruza la linea umbral establecida. Para
determinar el efecto de distintos agentes sobre la transcripcién de GPAT2 de humano o de
ratén, para determinar su perfil de expresidon durante la maduracion sexual en testiculo de
ratén, etc., se utilizd el método de cuantificacion relativa, utilizando genes housekeeping (se
muestran subrayados en la tabla 7) correspondientes segun cada caso. Para realizar los calculos
se utilizé el software gBase que permite calcular las cantidades relativas de cada gen, teniendo
en cuenta la eficiencia de amplificacidén, varios genes housekeeping y la propagacién de errores
debidos a los distintos calculos.

Tabla 7. Primers utilizados para qPCR. Subrayados se muestran los genes housekeeping usados:

Primer Secuencia Region donde aparea Tamano ;i:ila)producto
forward ATCCTGCTGCTGATGCACCT +1994-2013 (exdn 16)
GPAT2 humana 187
reverse ACAGCAGCTTTCTGCTCAAT +2180-2161 (exon 18)
Gpat2 de raton | forward ATCCTACTGCTGCTGCACCT + 1880-1889 (exdn 16) 187
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reverse ACAGCAGCTTTGCACTCAGA + 2066-2047 (exon 18)
Nanos3 de forward TTCTGCAGGCAAAAAGCTGAC +316-416 (exon 1) 104
ratén reverse TTTTGGAACCTGCATAGACACC + 499-478 (exones 1-2)
Tmem_:,tOC de | forward | TACCTTCCGGAGAAAATGGAG + 365-385 (exon 3) 140
raton reverse | TCACAGTTCGTAGTATCCCAAATA + 504-481 (exones 4-5)
forward AGCCGCAAGCTAAAGACTCA +46-65 (exon 1)
Tpn1 de ratén 140
reverse TTGCGACTTGCATCATCGCC + 185-166 (exones 1-2)
B ACTINAde | forward | GGACTTCGAGCAAGAGATGG +747-776 (exon 4) 534
humano reverse AGCACTGTGTTGGCGTACAG + 980-961 (exon 5)
TBP de forward TATAATCCCAAGCGGTTTGC + 651-670 (exones 3-4) 170
humano reverse GCTGGAAAACCCAACTTCTG + 820-801 (exdn 5)
Rpl13Ade | forward | ATGACAAGAAAAAGCGGATG + 366-385 (exones 5-6) s
ratén reverse CTTTTCTGCCTGTTTCCGTA +580-561 (exones 7-8)
Gapdh de forward CTGGAGAAACCTGCCAAGTA +831-850 (exones 5-6) 523
ratén reverse TGTTGCTGTAGCCGTATTCA +1053-1034 (exones 6-7)

5.6. Hibridizacion in situ.

Esta técnica permite localizar acidos nucleicos en tejidos o células fijadas, obteniendo asi
informacién topografica sobre la expresion de algunos genes y loci genéticos. Mediante
hibridizacién in situ se determiné el patrén de transcripcidén de Gpat2 en cortes de testiculo de
ratones de 7, 15 y 30 dpp. Para ello, se prepararon las sondas especificas de ARN de Gpat2
digiriendo el ADNc de Gpat2 en pcDNA3.1 en los sitios BamHI y EcoRl e incorporando el
fragmento de 1456 pb en un vector pGEM11z(f)+ (Promega). Los testiculos de ratén fueron
fijados en paraformaldehido al 4% en PBS 0,1 M, luego embebidos en medio para congelado
(O.C.T. compound, Tissue-Tek) y cortado en secciones de 10 uM. Para sintetizar la sonda
antisentido, fue utilizado 1 pg de la construccidon de Gpat2 haciendo uso de polimerasa T7-RNA,
mientras que para sintetizar la sonda sentido (control) se utilizd polimerasa SP6-RNA, en
presencia de UTP-digoxigenina (Roche Applied Science). La digoxigenina es un esteroide que se
puede unir a uracilo y que puede ser incorporado por las polimerasas y que ademas posee
propiedades antigénicas, permitiendo entonces identificar ADN/ARN digoxigenilados por medio
de anticuerpos acoplados a alguna enzima. Luego de un tratamiento con proteinasa K y
prehibridizaciéon, las sondas marcadas con digoxigenina se hibridizaron por 16 horas a 65 °C en
un estufa de hibridizacién. Luego de lavar, los cortes se incubaron con una diluciéon 1:2000 de
un anticuerpo de oveja antidigoxigenina conjugado con fosfatasa alcalina (FAL) (Roche
Diagnostics) en un buffer de bloqueo a temperatura ambiente por 3 horas. El revelado se
realizé en una solucion nitroblue tetrazolium/5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate (20 ul/ml)
en la oscuridad por 16-20 horas. Luego, el material se lavd y la actividad de FAL se extinguio por
fijacion en paraformaldehido al 4 %. Las secciones se montaron en solucién de montaje acuoso
(Faramount agueous mounting medium, DAKO) y se visualizaron en un microscopio Olympus
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BX45. La preparacion de tejidos, sintesis de las sondas y la hibridacion in situ se llevaron a cabo
en el In situ Hybridization Core Facility en la Universidad de North Carolina, Chapel Hill, EEUU.
(http://www.med.unc.edu/neuroscience/core-facilities/in-situ-hybridization).

6. PROTOCOLOS ESPECIFICOS DE TRABAJO CON ARN.

6.1. Incubacién de lineas celulares con 5-aza-2"-desoxicitidina y tricostatina A.

Para determinar el efecto de la inhibicién de la metilacién del ADN sobre la expresion de
GPAT2 en células de humano y de ratdn se utilizé el analogo de citosina 5-aza-2’-desoxicitidina
(DAC) (Sigma). Este compuesto se incorpora en el ADN como si fuera C y se une
irreversiblemente a las metiltransferasas (las enzimas encargadas de metilar el ADN en las
citosinas en el contexto 5°-CG-3"), generando una desmetilacidn pasiva, re-activando genes que
se encontraban silenciados epigenéticamente. Para determinar el efecto de la acetilacién de H
en la expresion de GPAT2 en células de humano y de ratén, se trabajé con el inhibidor de la
desacetilacion, Tricostatina A (TSA) (Sigma). Ambas se disolvieron en DMSO a las
concentraciones recomendadas por el fabricante. Se trabajé con las células MDA-MB-231, HEK
293, MCF7, HelLa y RAW 263.7 y se estudio el efecto de cada droga por separado y en forma
conjunta. Las células se plaquearon en medio completo en placas 12-MW de manera tal de
obtener una confluencia del 20-30% (aproximadamente 1 x 10° células/pocillo). A las 24 horas
se reemplazd el medio de cultivo por medio completo fresco y se agregé DAC a una
concentracion final 2 uM, agregando el mismo volumen de DMSO a los pocillos control. Esto se
repitié a las 48, 72 y 96 horas. Al dia 5 se reemplazé el medio de cultivo y, ademds de DAC, se
agregd TSA a una concentracion final 500 nM para los tratamientos “TSA” o “DAC+TSA”. El dia 6
se retird el medio de cultivo, las células se lisaron con TRIzol y se procedié a extraer el ARN
como se describié anteriormente. Una vez obtenido el ARN, se sintetizd el ADNc y se midio el
nivel de transcripcion del ARNm de GPAT2 por qPCR.

7. PROTOCOLOS DE TRABAJO CON PROTEINAS.

7.1. Anticuerpos utilizados.

Anticuerpos primarios:

o Anti-GPAT2: reconoce especificamente la isoforma 2 de GPAT y cruza con las
isoformas de humano, rata y ratdn (Sigma). Se utilizé en una diluciéon 1/500 en
leche descremada al 1% p/v en PBST para Western blot y 1/35 para
inmunohistoquimica.
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o Anti-GAPDH: producido en ratdn contra la region entre los aminoacidos 1-335 de
la isoforma humana, cruza con GAPDH de rata y ratéon (Santa Cruz
Biotechnology). Se utilizé en una dilucién 1/5000 en leche descremada al 1% p/v
en PBST.

o Anti-BActina: producido en conejo contra el segmento de 1-100 aminodacidos de
la isoforma humana, cruza con las isoformas de rata, ratén, oveja, vaca, perro,
entre otros. Se utilizé en una concentracidon 1/5000 en leche descremada al 1%
p/v en PBST (Santa Cruz Biotechnology).

Anticuerpos secundarios:

o Anti-lgG de conejo conjugado a peroxidasa: anticuerpo policlonal comercial
(Pierce), diluido 1/5000 en leche descremada al 1 % p/v.

o Anti-lgG de ratéon conjugado a peroxidasa: anticuerpo policlonal comercial
(Pierce), diluido 1/5000 en leche descremada al 1 % p/v.

7.2. Identificacion de proteinas por Western blot.

7.2.1. Obtencidon de homogenatos de testiculo de raton.

Se extrajo el érgano y se sumergio en buffer H suplementado con un 0,002% v/v de
cocktail inhibidor de proteasas (Sigma), en hielo. La cantidad de buffer H agregada dependié del
peso del tejido, manteniendo una relacion de 5 ml/gramo. El tejido se disgregd mecanicamente
con un homogeneizador de vidrio/teflon tipo Potter utilizando un sistema motorizado (Tri-R
Instruments, 1000 rpm). Se utilizaron varios ratones para la confeccién de la curva de edad,
procesando los testiculos de cada edad en simultaneo.

7.2.2. Cuantificacion de proteinas.

Se utilizé el método de Bradford [77], el cual se basa en el cambio de color del colorante
Comassie Brilliant Blue G-250 en presencia de distintas concentraciones de proteinas. La
interaccion del colorante con aminodcidos basicos y aromaticos provoca un cambio en su
maximo de absorcién, de 465 a 595 nm (rojo y azul, respectivamente). Para determinar la
concentracion de proteinas de una determinada muestra, se realizaron diluciones 1/100, 1/50 o
3/33 y, en paralelo, una curva de calibracién con albimina 1mg/ml. Luego de agregar el
reactivo de Bradford a la muestra, se incubd 5 minutos a temperatura ambiente y luego se leyd
su absorbancia en las dos longitudes de onda en un lector de placas DTX 880 Multimode
Detector (Beckman Coulter). Luego se resté Abs 594nm-Abs 465nm y con ese valor se
construyd la curva de calibracion y se determind la concentracion de proteinas de las muestras.
Sélo se utilizaron los valores de las muestras problema cuyo valor estuviera dentro de los
limites de la curva de calibracion.
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7.2.3. Separacion de proteinas en geles de poliacrilamida.

Para la separacion de las proteinas de una muestra en funcidn de su tamafio se utilizé un
gel de poliacrilamida, en presencia del detergente anidnico dodecilsulfato de sodio (SDS). El
método fue descripto por Laemmli [78] e implica una desnaturalizacion previa de las proteinas
por calor y en presencia de B-mercaptoetanol y SDS (se rompen los puentes disulfuro, se
interrumpen las interacciones débiles y la proteina se carga negativamente) para luego separar
las distintas cadenas polipeptidicas en funciéon de su tamafio a través de un gel al 10-15% de
poliacrilamida en presencia de SDS (SDS-PAGE).

Entre 50-100 pg de proteinas totales en buffer muestra se calentaron a 100 °C por 10
minutos y luego se sembraron en el SDS-PAGE, en paralelo con un marcador de peso molecular
(Dual Color Standards, BioRad), utilizando un equipo Mini-Protean IIl de BioRad para la corrida
electroforética, siguiendo las instrucciones del fabricante. La corrida se llevd a cabo en buffer
de corrida, a 120 V utilizando la fuente de poder PowerPac Basic Power Suplly (BioRad).

7.2.4. Transferencia.

Luego de la corrida electroforética, se retird el gel y las proteinas fueron transferidas a
una membrana de polifluoruro de vinilideno (PVDF, Immuno-Blot PVDF membrane, BioRad)
utilizando el método humedo Mini Trans-Blot Cell de BioRad. La transferencia se realizd en
buffer de transferencia por 1 hora a 100 V en la misma fuente de poder. Previo a la
transferencia, los papeles de filtro, las esponjas y las membranas fueron equilibradas por 10
minutos en buffer de transferencia.

7.2.5. Incubacidn con anticuerpos.

Luego de la transferencia, las membranas se bloquearon por 1 hora a temperatura
ambiente con agitacidn suave o toda la noche a 4 °C con leche descremada al 5 % p/v en PBST.
A continuacion, se agregd el anticuerpo primario correspondiente durante dos horas a
temperatura ambiente con agitacion suave o toda la noche a 4 °C, a las concentraciones
detalladas anteriormente. Luego, se retird el anticuerpo y la membrana se lavé 6 veces por 5
minutos con PBST y agitacién, a temperatura ambiente. Posteriormente, se procedid a agregar
el anticuerpo secundario a la concentracion detallada anteriormente durante 2 horas, con
agitacion leve a temperatura ambiente. Finalmente, se retird el anticuerpo secundario y se lavé
la membrana 6 veces por 5 minutos con PSBT y agitacion a temperatura ambiente y se procedid
al revelado.

7.2.6. Revelado.

Para el revelado por quimioluminiscencia se prepararon dos soluciones:

Solucion 1:
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- 50 pl de luminol (Sigma) 0,044 gr/ml en DMSO
- 22 ul de acido p-cumarico (Sigma) 0,015 gr/ml en DMSO
- 335 pl de buffer Tris 1,5M pH 8,5
Llevar a 5ml con H,0
Solucién 2:
- 335 pl de buffer Tris 1,5M pH 8,5
- 3,2-8 ul de H,0, 40 vol.
Llevar a 5ml con H,0

Luego del ultimo lavado con PBST, éste se retird y se secod la membrana. En la oscuridad,
se mezclaron las soluciones 1y 2 e inmediatamente se volcaron sobre la membrana. Luego de 1
minuto se sacé la membrana de la solucidon de revelado y se colocé en un casete de exposicién
Kodak y por encima una placa radiografica (Hyperfilm ECL, Amersham Biosciences), por 1-10
minutos. Luego la placa se sumergid en solucién reveladora hasta la aparicién de bandas, se
enjuagod rapidamente con agua corriente, se colocd en solucién fijadora por unos minutos, se
enjuagd con agua corriente y se dejo secar. Teniendo en cuenta el marcador de peso molecular
de la membrana, se procediod a analizar las bandas obtenidas.

7.3. Identificacion de proteinas por inmunohistoquimica (IHQ).

Esta técnica se utilizd tanto para determinar la presencia y distribucion de GPAT2 en
cortes de testiculos de ratén a distintas edades y en testiculos de ratones inyectados con
particulas lentivirales, como también para la determinacion de GPAT2 en microarreglos de
cortes de tejidos (tissue microarray, TMA) mamarios humanos cancerosos (N= 36) y normales
(N=6) (Origene, CT565863).

7.3.1. Obtencion de tacos de parafina y cortes histologicos de testiculo de ratdn.

Los ratones fueron sacrificados por dislocacidon cervical por el personal autorizado del
Bioterio de la FCM y los testiculos fueron extirpados e inmediatamente sumergidos en soluciéon
de fijacidon de Bouin por un minimo de 30 minutos. Luego, los testiculos fueron deshidratados
por pasajes sucesivos por etanol en graduaciones crecientes, luego por xileno e incluidos en
tacos de parafina que fueron cortados en laminas de 4 um de espesor para luego ser montados
sobre portaobjetos previamente silanizados. Esto fue realizado en la Catedra de Patologia de
FCM.

7.3.2. Inmunohistoquimica.

Una vez obtenidos los cortes de testiculo, éstos fueron re-hidratados en xilol y luego en
soluciones de etanol de concentraciones decrecientes (100 %, 95%, 70% y 50%). Después, se
bloqued la peroxidasa endégena colocando los portaobjetos por 15 minutos en perdxido de
hidrégeno (40 vol.): metanol 1/100. Luego, se lavaron 3 veces con PBS, se escurrieron bien vy,
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para el blogueo, se colocaron en cdmara humeda con suero equino al 20% en PBS/BSA 1%, por
15 minutos. A continuacidn, se lavaron 3 veces con PBS y se colocaron en buffer citrato
calentado a hervor por 15 minutos para la recuperacion antigénica. Se lavaron con PBS, se
agregd el anticuerpo primario anti-GPAT2, en la dilucién mencionada, en PBS/BSA 1% y se
incubaron en cadmara humeda por toda la noche a 4 °C. Pasada la incubacién, se realizaron 3
lavados con PBS, se agregd el anticuerpo secundario anti-conejo conjugado a peroxidasa, a la
dilucion especificada, en PBS/BSA 1 % y se incubaron por 1 hora a temperatura ambiente en
camara humeda. Luego de lavar 3 veces con PBS se revelaron con diaminobencidina (DAB). Para
ello, se disolvieron 5 mg de DAB en 5 ml de PBS, se filtré y se agregaron 10 ul de H,0, 40 vol.
Esta solucidn se volcd sobre los cortes y se incubd por 15 minutos a temperatura ambiente, en
ausencia de luz. El compuesto DAB es una sustancia que, junto con el perdxido de hidrégeno,
forma un sustrato para la peroxidasa, que da lugar a un producto marrdn, que precipita. Luego,
se lavaron 3 veces con PBS y se contratifieron con hematoxilina (Biopack), por 5-15 minutos. Se
enjuagaron con agua corriente primero y agua destilada después y se deshidrataron pasando
por el tren de alcoholes en concentraciones crecientes de etanol y finalmente por xilol. Para el
montaje se clocd una gota de bdlsamo de Canadd (Biopack) sobre cubreobjetos limpios y se
colocaron sobre los portaojetos, cuidando que no queden burbujas. Se dejaron secar en estufa
a 45 °C por dos dias y se procedid a su analisis en microscopio Olympus BX45.

En paralelo, se realizaron tinciones con hematoxilina-eosina. Para ello, luego de Ia
rehidratacion de los cortes, se sumergieron en coplins con hematoxilina por 10-15 minutos,
luego se lavaron con agua corriente y se tifleron con eosina (Biopack) por 5-10 minutos. Luego
de enjuagar con etanol al 50 %, se deshidrataron y se montaron con balsamo de Canada.

8. SILENCIAMIENTO /N VIVO DE GPAT2 EN TESTICULO DE RATON.

Se silencid la expresion del gen Gpat2 in vivo, en testiculos de raton, mediante la
inoculacién de particulas lentivirales que portan un RNA de interferencia (del tipo shRNA)
contra el ARNm de Gpat2. En el Anexo 2 se amplian las caracteristicas de los lentivirus, se
describen las generaciones en las que se clasifican los sistemas lentivirales y se muestran los
mapas de los vectores usados.

8.1. Vectores.

Para este trabajo de tesis se usé un sistema lentiviral de segunda generacién, compuesto
por los siguientes tres vectores:

- Vector con el transgen: los vectores con el DNA que codifica para un RNA de interferencia

(shRNA) contra en transcripto de Gpat2 de ratén o para un shRNA que no aparea con
ningun transcripto (vector con secuencia scramble, SCR) fueron adquiridos en la empresa
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Thermo Scientific (GIPZ Lentiviral shRNA Vectors). Estos vectores poseen el gen del
shRNA o SCR y el de la proteina TurboGFP (GFP: Green fluorescent protein) en un mismo
transcripto bicistrénico (permitiendo identificar microscédpicamente a las células que
expresan el shRNA), genes de seleccién procariota (ampicilina) y eucariota (puromicina),
entre otras caracteristicas.

- Vector de empaquetamiento: psPAX2 (Addgene, # 12260). Contienen los genes virales:

gag, pol, tat y rev y también el gen de resistencia a ampicilina para la seleccidon de
bacterias transformantes durante su amplificacién.

- Vector de envoltura: pMD2.G (Addgene, # 12259). Contiene el gen de la proteina de

envoltura VSV-G y el gen de resistencia a ampicilina.

Estos vectores fueron amplificados en bacterias JIM109 como se describid anteriormente
y su purificacion se llevd a cabo utilizando el kit QlAprep Spin Miniprep (Qiagen) o por medio de
la maxipreparacion de plasmidos.

8.2. Seleccidon del vector shRNA gue mejor silencia la expresion de Gpat2 de raton.

Cinco vectores con un shRNA contra Gpat2 de ratén fueron adquiridos (shRNA-Gpat2)
(GIPZ Lentiviral shRNA Vectors, Thermo Scientific) ademas de un vector con una secuencia
shRNA scramble. Estos cinco vectores portan shRNA contra distintos segmentos del ARNm de
Gpat2 de ratdn. Para determinar cudl es el shRNA que mejor silencia su expresion, se co-
transfectaron células 293T con un vector que expresa Gpat2 de ratén en pcDNA 3.1 (Invitrogen)
(293T-Gpat2) y con los distintos vectores shRNA-Gpat2 o con el vector SCR (seccion 2.13). A las
48 horas, se extrajo su ARN con TRIzol y se procedié a analizar el nivel de expresion de Gpat2
por qPCR. Se usdé TBP de humano como gen housekeeping. El vector que mas silencié la
expresion de Gpat2 en las 293T-Gpat2 en comparacion con las células transfectadas con el
vector SCR fue el elegido para la produccidn de particulas lentivirales para el silenciamiento de
Gpat2 in vivo.

Tabla 8. Secuencias de los shRNA contra Gpat2 de ratén adquiridos.

N° de identificacion del .
Clon Secuencia
clon
1 V2LMM_105431 TGTACATTCAGGAAGAGGC
2 V3LMM_499833 TGAGGTAGCAGGTGCAGCA
3 V3LMM_499830 AGGTCTTGAGGTAGCAGGT
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4 V3LMM_499834 TGAACGTCCAGACTGCACT

5 V3LMM_499835 ACAACACTACATTCACCTA

8.3. Produccioén de lentivirus.

La linea celular HEK293 y sus derivadas genéticamente modificadas son las principales
lineas celulares utilizadas para la produccién de lentivirus. La forma mas comun de obtencién
de lentivirus es la de transfeccidn transitoria de los vectores lentivirales en una linea celular
empaquetadora y luego la purificacion de los mismos por ultracentrifugacién. Se usé la linea
celular HEK 293T (293T) que, ademas de ser alta y facilmente transfectable, fue modificada de
manera tal que expresa constitutivamente el antigeno T grande del virus SV40, lo que permite
la replicacion de los plasmidos que tengan el SV40 Ori en células eucariotas, aumentando asi el
nimero de plasmidos por célula y permitiendo que estos se diseminen a través de la linea
celular cuando las células se dividen. Este origen de replicacidon eucariota esta presente en dos
de los 3 vectores usados en la produccidon de lentivirus.

Para la obtencidn de particulas lentivirales se siguid el siguiente protocolo:

Dia 1: se plaquearon las células 293T en placas de 100 mm en medio DMEM completo (5
% de SFB y antibioticos) de manera tal que su confluencia al dia siguiente no fuera mas que de
40 % (entre 1-2 x 10° células/placa). Se plaquearon minimo 2 placas de células: una para
producir lentivirus con el shRNA y otra para producir lentivirus SCR. En general, la cantidad de
virus obtenida a partir de una placa era suficiente para inocular un ratén.

Dia 2: se procedid a la transfeccion de las 293T mediante la técnica de fosfato de calcio
[79]. En comparacién con los métodos basados en cationes lipidicos, este método tiene la
ventaja de que las células pueden estar a una baja confluencia y aun asi transfectarse
eficientemente y que es mucho mas econdmico, particularmente importante en este tipo de
técnicas por la cantidad de placas de células que se deben transfectar para obtener un titulo de
virus aceptable. Para ello se prepararon los siguientes tubos (tantos tubos como placas a
transfectar) en tubos de 15 ml, dentro del flujo laminar:

Tubo A: Vectores + Ca™ Tubo B: HEPES

- 20 pg de vector shRNA o SCR - 840 pl de Solucién de HEPES 2X
- 10 pg de vector pMD2.G
- 20 ug de vector psPAX2
+
- 84 pl de Solucién de CaCl, 2M
- 720 pl de H,0 MiliQ estéril
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Luego se colocd gota a gota la preparacién del tubo A en el tubo B y se incubd por 20
minutos a temperatura ambiente. El agregado de una solucidn a la otra tiene que ser lento para
permitir la formacién de los complejos de ADN y Ca,P0O,. Después de la incubacién, se
adicionaron los complejos gota a gota sobre las placas con 293T con medio completo. Las
placas se incubaron por 5-6 horas en estufa de cultivo, luego se retird el medio de transfeccion
y se lavé tres veces la monocapa con PBS tibio para eliminar el exceso de particulas precipitadas
de Ca,P0,. Se agregaron 10 ml de medio completo fresco y se devolvieron las placas a la estufa
hasta el dia siguiente.

Dia 3: se observaron las placas al microscopio éptico invertido Olympus CKX41 equipado
con una lampara fluorescente y se chequed que las células se hayan transfectado
eficientemente (70-90 % de células verdes). Se retird6 completamente el medio de cultivo
conteniendo particulas lentivirales, se colocd en tubos de 50 ml para conservarlo a 4 °C, y se
reemplazé por 10 ml de DMEM completo fresco. Esto se repitid con todas las placas, que luego
se devolvieron a la estufa de cultivo hasta el dia siguiente.

Dia 4: idem anterior.

Dia 5: se retird el medio de cultivo de las placas, se juntaron todos los sobrenadantes
provenientes de placas 293T productoras de lentivirus shRNA y todos aquellos provenientes de
placas productoras de lentivirus SCR y se procedidé a su concentracion por ultracentrifugacion.
Para ello, primero se centrifugaron los tubos de 50 ml a baja velocidad (10 minutos a 1800 rpm
4 °C) para pelletear aquellas células que se hayan despegado de la placa y detritos celulares.
Luego, éstos sobrenadantes se ultracentifugaron a 21000 rpm en un rotor SW 32 Ti en una
ultracentrifuga Beckman Coulter LE-80K, por 2 horas y media a 4 °C. A continuacion, los
sobrenadantes se descartaron y los tubos se invirtieron sobre gasas estériles para eliminar el
exceso de medio de cultivo. Luego se agregaron 150 pl de PBS frio sobre el pellet, se taparon
los tubos y se dejaron toda la noche a 4 °C, para permitir que el pellet de particulas lentivirales
se hidrate bien.

Dia 6: dentro del flujo laminar, se pipeted 30 veces el pellet de lentivirus en PBS y se
alicuoté de a 50 pl en microtubos de 500 ul y se guardaron inmediatamente a -70 °C. Una
alicuota de cada lentivirus se conservé para evaluar el titulo obtenido.

8.4. Evaluacidn del titulo de lentivirus obtenido.

Una vez obtenidas las particulas lentivirales fue necesario determinar la cantidad de
unidades transformantes por unidad de volumen. Para ello, se siguid el siguiente protocolo
(GIPZ Technical Manual, Thermo Scientific):
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Dia 1 (que coincide con el dia 5 del protocolo anterior): se plaquearon 293T en placas de
24-MW en DMEM completo, de manera tal que al dia siguiente no estuvieran a mas del 50 % de
confluencia (5 x 10* células por pocillo, aproximadamente).

Dia 2 (dia 6 del protocolo anterior): se realizaron diluciones seriadas de los lentivirus
obtenidos. Para ello, para cada lentivirus (shRNA o SCR) se dispusieron 5 microtubos con 80 ul
de DMEM incompleto. En el primer tubo, se agregaron 20 pl de la suspensidon de lentivirus
(dilucién 1/5), se pipeted 10 veces y 20 ul de esta dilucion se agregaron en el segundo tubo
(dilucién 1/25). Luego de pipetear 10 veces, 20 pl se colocaron en el tercer tubo (dilucién
1/125) y asi sucesivamente hasta lograr 5 diluciones.

A continuacion se retird el medio de cultivo de las 293T, se agregaron 225 pl de DMEM
incompleto y a cada pocillo se le agregaron 25 ul de una de las diluciones de lentivirus junto con
2 pl de una diluciéon de polibreno 1 mg/ml (125 X, concentracion final: 8 pg/ml). Se devolvié la
placa a la estufa de cultivo y se incubé toda la noche.

Dia 3: se retir6 el medio de transduccién y se agregé DMEM completo (10 % SFB y
antibidticos). Las células se incubaron por 48 horas mas, cambiando el medio de cultivo si fuera
necesario e inspeccionandolas diariamente con |dmpara fluorescente para monitorear la
presencia de células transformantes verdes.

Dia 5: se contaron el numero de colonias transducidas (células verdes). Para ello, se
tomaron 4 fotografias de cada pocillo con luz fluorescente con un microscopio invertido
Olympus IX71, con aumento 200 X (Figura 1). Luego se contaron el numero de colonias verdes,
se promedid y ese nimero se extrapold al drea total del pocillo (el drea abarcada por el objetivo
200 X se calculd previamente con una cdmara de Neubauer). Para calcular el nimero de
unidades transformantes (TU) se utilizé la siguiente férmula: N° colonias contadas x factor de
diluciéon x 40 = N° TU/ml. En general, se trabajéo con suspensiones de lentivirus con
concentraciones entre 1x10’ — 10® TU/ml.

Figura 1. Imagenes obtenidas para el calculo del nimero de TU proveniente de la transduccidn
de células 293T con diluciones seriadas de lentivirus.

Dilucién 1/5 Dilucién 1/25 Dilucién 1/125 Dilucién 1/625

Figura 1. Ejemplo de imagenes obtenidas al microscopio dptico con luz fluorescente para el calculo del nimero de TU
proveniente de la transduccion de células 293T con diluciones seriadas de lentivirus. Para el calculo de TU sdlo se
consideraron aquellas fotos en las que las colonias estuvieran separadas de manera tal que fuera posible contarlas.
Aumento: 200 X.
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8.5. Inoculacidon de particulas lentivirales en testiculos de ratdn.

Ratones macho de la cepa Balb/c de 11 dias fueron anestesiados con isoflurano al 1 % en
oxigeno. Se abrid la cavidad abdominal, previamente higienizada con una mezcla de etanol-
yodopovidona 1:1, haciendo uso de pinzas y tijeras de cirugia. Una vez localizados los testiculos,
estos se ubicaron por fuera de la misma y se inyectaron cada uno dos veces con
aproximadamente 60 pl de suspension de lentivirus con azul de tripan (50 pl de suspension de
lentivirus + 10 pl de una dilucién 0,04 % p/v de azul de tripan). El colorante vital se agrega para
monitorear la penetracion de la suspensidn de lentivirus a través de los tubulos seminiferos. Se
realizaron dos inyecciones en cada testiculo con agujas 30G de 8 mm, penetrando el tejido de
manera superficial. Debido al tamafio relativamente pequefio de los testiculos de ratén a esta
edad, se pudo observar como rapidamente éstos se volvian azules cuando se inyectaba la
mezcla de lentivirus-azul de tripan. A continuacién, los testiculos se devolvieron a la cavidad
abdominal y se procedié a suturar la incision con hilo Vicryl, calibre 8-0 (Figura 2). Sobre la
sutura, se agregd una gota del anestésico local lidocaina (10 mg/ml), se retird la anestesia
inhalatoria y se mantuvo al animal sobre manta térmica a 37 °C hasta observar movilidad.
Luego, se devolvieron a la jaula con la madre hasta el destete. Los ratones se observaron
diariamente, para evaluar movilidad y la presencia de signos de dolor. Este procedimiento fue
realizado con el Dr. Pablo Stringa en el Laboratorio de Transplantes de Organos y Tejidos, de la
FCM, UNLP.

Figura 2. Inoculacidn intratesticular de particulas lentivirales en ratones Balb/c de 11 dpp.

Figura 2. Protocolo para la inoculacidn intratesticular de PBS-azul de tripan o de particulas lentivirales en ratones Balb/c
de 11 dias. Pasos para la inoculacién de particulas lentivirales: incision en la cavidad abdominal (1), colocacion de
testiculos por fuera de la misma (2), inyeccion de cada uno de ellos dos veces con PBS-azul de tripan (prueba) o
lentivirus-azul de tripan (3 e imagen insertada) y sutura de la cavidad abdominal (4).
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Una vez que los ratones inyectados con lentivirus alcanzaron la madurez sexual:

Se sacrificaron, se extirparon los testiculos y se realizaron preparaciones histoldgicas.

Se realizaron test de fertilidad: un mes posterior a la inoculacién de ratones macho con
lentivirus shRNA-Gpat2 o SCR, se colocd a cada uno con dos hembras Balb/c, hasta que
cada una de ellas tuviera tres camadas de crias con el objetivo de observar si aquellos
ratones inoculados con shRNA-Gpat2 tenian una fertilidad reducida con respecto a los
SCR.

Se realizaron medidas de expresiéon de genes marcadores por qPCR. A partir de la
bibliografia disponible se seleccionaron genes que se expresen en niveles elevados en
momentos especificos de la espermatogénesis y de la meiosis con el objetivo de evaluar
el efecto del silenciamiento de Gpat2 in vivo en la maduracidn de células germinales. Se
midieron los genes Nanos3 (espermatogonia), Tmem30c (espermatocito en paquiteno) y
Tnpl (espermatide) (Tabla 7) [1].
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RESULTADOS Y DISCUSION

PRIMERA SECCION

1. CARACTERISTICAS DE GPAT2 DE RATON EN SU CONTEXTO FISIOLOGICO.

La primera espermatogénesis u ola espermatogénica en ratdn inicia poco después de su
nacimiento y progresa sincronicamente en todos los tubulos, por lo que es posible determinar
varios momentos clave para la aparicion de distintos tipos celulares. Testiculos de ratones de 7
dpp poseen sélo células de Sertoli y espermatogonias en sus tubulos seminiferos; a los 9 dpp
aparecen los primeros espermatocitos; a los 10 dpp comienza la meiosis; entre los 10 dpp y los
12 dpp alcanzan los estadios de diploteno y zigoteno, luego en el dia 14 sobreviene el
paquiteno que dura hasta el dia 18 y luego entran en diploteno. En el dia 20 aparecen las
espermatides redondas, al dia 30 alcanzan la etapa de elongacién y aproximadamente a los 35
dias se pueden ver los primeros espermatozoides en el lumen de los tibulos seminiferos. Luego
de esta primera ola, las espermatogénesis sucesivas avanzan asincronicamente en los distintos
tubulos seminiferos. Por lo tanto, el analisis de la presencia de GPAT2 en testiculo de ratén a
distintas edades dentro de la primera espermatogénesis permite una determinacion bastante
aproximada del tipo celular en el que mas se expresa este gen y proteina.

1.1. ANALISIS DE LA EXPRESION DE GPAT2 DURANTE LA MADURACION TESTICULAR EN
RATON.

1.1.1. Perfil de expresion del ARNm de Gpat2 durante la maduracion testicular.

Se analizoé por gPCR el contenido de ARNm de Gpat2 en ARN total obtenido de testiculos
enteros de raton Balb/c a distintas edades. Se usaron como genes housekeeping Gapdh, uno de
los genes recomendados en el trabajo de Zu Kang, G. et al. [80] y Rpl/13a, cuyo patrén de
expresion durante la maduracién sexual en ratdn es similar al de Gapdh (resultados propios). Se
observd que la expresidon de Gpat2 se mantiene en niveles bajos hasta los 15 dpp, momento en
el que su expresidon aumenta abruptamente y luego disminuye y se mantiene relativamente
constante, aunque en valores mas elevados que los detectados en los primeros dias: a los 15
dpp Gpat2 se expresa 15 veces mas que a los 3 dpp y a los 50 dpp, 7,5 veces mas que a los 3
dpp. En la figura 1.1 se muestran los valores obtenidos normalizados a los genes housekeeping.
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Figura 1.1. La expresiéon de Gpat2 es maxima a los 15 dpp.
4 -

w
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Figura 1.1. Perfil de expresiéon de Gpat2 en
testiculo entero de ratdn. Se midié el nivel de
expresion de Gpat2 por gPCR en testiculo
entero de ratéon a distintas edades y se

N

calcularon las expresiones relativas de cada
= I edad con respecto a los genes housekeeping
(Gapdh y Rpli3a) con el programa gBase. Se

-
1

muestran los promedios de los duplicados de
dos experimentos independientes + DE.

Expresion relativa de Gpat2

1.1.2. Perfil de expresion de Gpat2 en testiculo de ratéon durante la maduracidon

testicular a partir de datos in silico.

A partir de informacidon obtenida de microarrays, se elaboro el perfil de expresién de
Gpat2 en testiculo de ratdn durante la maduracidon testicular pre y postnatal. Para ello se
analizaron los resultados obtenidos en dos estudios disponibles en una base de datos publica.
Brevemente, se descargaron los archivos .CEL del sitio web GEO de NCBI (Gene Expression
Omnibus, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) proveniente de los estudios GSE4818 (n=21,
desarrollo testicular prenatal) y GSE12769 (n=20, desarrollo testicular posnatal), en los cuales
se utilizdé un microchip de la compania Affimetrix (Affymetrix Genechip Mouse Genome 430 2.0.
Platform: Mouse430_2) para analizar los perfiles de expresion de distintos genes en testiculo de
ratén durante su desarrollo. El nivel de expresién del ARNm de Gpat2 se estimé utilizando los
valores de expresion de la sonda de Affymetrix 1456208 _AT. Se observa que la informacion de
expresion de Gpat2 posnatal obtenida in silico (Figura 1.2) es coherente con nuestros
resultados obtenidos por qPCR (Figura 1.1).

53



RESULTADOS ¥ DISCUSION

Figura 1.2. El perfil de expresidon de Gpat2 obtenido in silico durante la maduracién testicular en
ratén coincide con el obtenido experimentalmente.
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Figura 1.2. Perfil de expresién de Gpat2 durante el desarrollo pre y postnatal de testiculo de raton. Datos obtenidos in
silico, a partir de los estudios GSE4818 y GSE12769, descargados de la base de datos publica GEO, de NCBI. El perfil
posnatal observado coincide con el perfil obtenido por qPCR.

1.1.3. Perfil de expresion de la proteina GPAT2 durante la maduracidn testicular.

Se analizd por Western blot la presencia de GPAT2 en testiculo entero de ratdon a
distintas edades. En la figura 1.3 se observa que el pico de aumento en la cantidad de proteina
ocurre a los 20 dpp, es decir, con un desfasaje de 5 dias con respecto al pico de expresion del
ARNmM de Gpat2. Esto se podria explicar de la siguiente manera: por un lado, el aumento en la
cantidad de proteina puede no coincidir exactamente con el pico de ARNm ya que el momento
de maxima transcripciéon y maxima traduccion pueden estar desfasados temporalmente y cada
uno puede estar regulado de forma independiente. Ademas la tasa de degradacion del ARNm vy
de la proteina codificada por el mismo en general no coinciden y, por otro lado, el nivel de
transcripcion del ARNm de Gpat2 a los 20 dpp, si bien en menor que a los 15 dpp, se mantiene
en niveles elevados, comparables con el nivel de transcripcion detectado a los 50 dpp. Por lo
tanto, el pico en la cantidad de proteina GPAT2 observado a los 20 dpp probablemente se deba
a la acumulacién de la misma como consecuencia de su sintesis principalmente a partir del pico
de ARNm a los 15 dpp y por la elevada tasa de transcripcién que aun se observa a los 20 dpp.
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Figura 1.3. La cantidad de proteina GPAT2 es maxima a los 20 dpp.
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Figura 1.3. Analisis de la presencia proteina GPAT2 en testiculo entero de ratén. En A se muestra el Western blot para
testiculo de raton entero a distintas edades. Se sembraron 50 pug de proteina de cada muestra y se revelé con
anticuerpos anti-GPAT2 y anti-GAPDH. La banda de GPAT2 pesa aproximadamente 80 kDa y la de GAPDH 30 kDa. La
cantidad de proteina GPAT2 se cuantificd con respecto al control de carga utilizando el programa Image J y se graficé en
B. Se muestran los promedios de los resultados de dos experimentos independientes + DE.

1.1.4. Hibridizacion in situ (HIS) en cortes de testiculo de ratdn a distintas edades.

Esta técnica permitié determinar en cortes de testiculo de ratdn cudles son las células
gue transcriben Gpat2, como asi también su distribucidn espacial, en los cuales una coloracién
marron-violacea representa una reaccion positiva. En la figura 1.4 se puede observar que la
transcripcion de Gpat2 a los 7 dpp es practicamente indetectable, mientras que a los 15 dpp
todas las células tubulares presentan marca, exceptuando las mas basales, en donde se ubican
las espermatogonias y las células de Sertoli. A los 30 dpp, la marca se localiza especificamente
en un tipo celular en un estadio particular. Este resultado correlaciona y enriquece lo visto por
gPCR ya que, el hecho de que la mayoria de las células germinales estén transcribiendo Gpat2 a
los 15 dpp y que luego a los 30 dpp sdlo un tipo especifico de células lo haga, explicaria el pico
de expresiéon en esa edad y el descenso posterior, ademds de aportar informacién sobre la
distribucidon espacial de las células que estan transcribiendo Gpat2 a distintas edades. Dado que
la ubicacién de las células positivas para Gpat2 a los 30 dpp corresponde a la de espermatocitos
primarios (ver figura 1.6) y que a los 15 dpp, momento en el que las células que entraron en
meiosis estan atravesando el estadio de paquiteno, la mayoria de las células tubulares son
positivas, se podria afirmar que Gpat2 se expresa en espermatocitos primarios que
especificamente estan atravesando la etapa de paquiteno.
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Figura 1.4. Deteccién del ARNm de Gpat2 en cortes de testiculo de ratdn a distintas edades.
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1.1.5. Inmunohistogquimica (IHQ) en cortes de testiculo de ratdn a distintas edades.

Mediante IHQ se pudo determinar la distribucién espacio-temporal de la proteina GPAT2
durante la maduracidon testicular en ratdn durante la primer espermatogénesis u ola
espermatogénica. La reaccién positiva de la peroxidasa (marrén) indica la presencia de GPAT2.
En los cortes de testiculo de 7 dpp (Figura 1.5) se puede observar una sefial bastante difusa y
tenue, a los 15 dpp, cuando la mayoria de las células espermaticas se encuentran transitando la
etapa de paquiteno (que ocurre entre los 12 dpp y 18 dpp), se observa una fuerte marca en
todas las células germinales de tubulo seminifero y a los 30 y 40 dpp se observa una fuerte
marca positiva en un tipo celular determinado, pero mas difusa en el resto de las células
germinales que se ubican hacia la luz del tdbulo seminifero. Estos patrones de marca
observados se correlacionan con lo observado por gPCR y Western blot, como asi también con
los resultados de la HIS.
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Figura 1.5. Deteccidn de la proteina GPAT2 en cortes de testiculo de ratdn a distintas edades.

Figura 1.5. Inmunohistoquimica de cortes de testiculo de ratdén a distintas edades para la deteccion de GPAT2. Se
realizdé una IHQ sobre cortes de testiculo de raton de 7, 15, 30 y 40 dpp para evaluar el perfil de expresion tisular de
GPAT?2. Los cortes se contratifieron con hematoxilina. Con flechas se indican las células con la marca mas intensa a los
30 y 40 dpp, que coincide con el lugar que ocupan y con la morfologia de espermatocitos en paquiteno. Con punta de
flecha se indican espermatozoides. Aumento 600 X. Barras de escala: 50 uM.

Analizando el perfil de expresion obtenido por qPCR e in silico para la cantidad de ARNm
de Gpat2 presente durante la maduracion testicular posnatal en ratdn, se observa un aumento
abrupto en la cantidad de su transcripto a los 15 dpp, momento en el cual la gran mayoria de
las células germinales que entraron en la primer meiosis se encuentran atravesando la etapa
de paquiteno [2, 24, 26, 59]. Esta observacion concuerda con lo visto por HIS a los 15 dpp.
Ademas, la fuerte expresion de GPAT2 en esta etapa de la meiosis también se confirmd a nivel
de proteina por IHQ en testiculo de ratdon a distintas edades: se detecta una fuerte sefial
positiva para GPAT2 a los 15, 30 y 40 dpp, pero no asi a los 7 dpp. A pesar que la distribucién de
la sefial detectada es distinta entre las edades analizadas, su ubicacion coincide con la posicién
gue ocupan los espermatocitos en paquiteno al comparar la ubicacién y morfologia de estas
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células y la morfologia y las caracteristicas tintoriales de su nucleo con la bibliografia disponible
[2, 26, 81]. En la HIS se obtuvieron resultados similares en lo que respecta a la cantidad y la
ubicaciéon de las células que estan transcribiendo Gpat2. Por lo tanto, nuestros resultados
indican que tanto la expresion del ARNm como de la proteina GPAT2 son maximas en un tipo
de célula en un estadio en particular de la espermatogénesis: los espermatocitos en
paquiteno. Esto se muestra de manera unificada en la figura 1.6, en la que se incluyen dos
cortes de tubulos seminiferos murinos y la IHQ en testiculo de ratén a los 40 dpp en la que se
detalla la presencia de diferentes tipos celulares.

Figura 1.6. La maxima expresion de GPAT2 en testiculo ocurre en espermatocitos en paquiteno.
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Figura 1.6. La maxima expresiéon de GPAT2 en

testiculo de ratén ocurre en espermatocitos en

paquiteno. En A se muestra un corte de tubulo
seminifero de ratén y un esquema de la ubicacion
relativa de cada tipo célula [81]. En B se muestra un
corte de tubulo seminifero de rata (estadio XIV) [2]
y en C se identifican algunos tipos celulares en la
IHQ de ratdn a los 40 dpp. Eg y SG: Espermatogonia,
PL: espermatocitos preleptoténicos EP y PS:

espermatocitos en paquiteno, ER y RS: espermatide
redonda, EE y ES: espermatide elongada. La sefal
mas intensa para GPAT2 se encuentra en los EP

(punta de flecha). Aumento: 600X.
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Es interesante destacar que el perfil de expresion observado para GPAT2 durante el
desarrollo pre y posnatal coincide con el de Mili y con las dos “olas” de expresidon de piRNA
observadas en células germinales de ratdon durante la maduracion testicular (Figura 1.7).
Desde el descubrimiento de los piRNA su estudio se ha focalizado principalmente en la linea
germinal masculina [82], en donde la expresidn de los piRNAs y de las proteinas PIWI es elevada
y en la cual la mutacién de los genes Piwi en ratdn resulta en una severa infertilidad [83]. En
modelos de ratén KO para Miwi, Mili o Miwi2 (proteinas PIWI en ratén) quedd demostrado que
los piRNA cumplen un rol central en la proteccion del genoma de la linea germinal contra los
elementos transponibles, ya que en éstos ademdas de verse severamente afectada la
espermatogénesis y la biogénesis de piRNA, se reactivan los retrotransposones LINE1 e |AP [84].
La importancia de Mili especificamente en la espermatogénesis ha sido documentada en varios
trabajos [51, 85-87]. En modelos de raton KO para esta proteina los machos son estériles, y la
espermatogénesis se detiene en zigoteno-paquiteno, se reduce la cantidad de piRNAs vy
aumenta la expresion de retrotransposones [51]. Cabe destacar que en este modelo se ve
afectada la metilacion de novo y particularmente se observa una hipometilacion en las regiones
reguladoras de la expresion de estos retrotransposones [85]. Entonces si bien las proteinas
PIWI poseen actividad slicer (“cortadora”) in vitro operando a nivel del ARN
postranscripcionalmente de manera similar al resto de los iRNA [88], también ejercerian un
control sobre la metilacion del ADN. Tal es asi, que el fenotipo de ratones KO para Dnmt3/ es
semejante al KO de Mili [89, 90]. El mecanismo a través del cual las proteinas PIWI o el sistema
PIWI/piRNA regulan la metilacion del ADN no estd aun del todo esclarecido. Ademas, la
regulacidn epigenética por esta maquinaria demostrd no sélo ser a nivel de la metilacion de
ADN, sino también a nivel de la metilacion de H [91, 92].

Los analisis de co-expresidn génica a partir de datos de microarrays, como el mostrado
en la figura 1.7, son esenciales para plantear y determinar interacciones y correlaciones
funcionales entre los genes. Tal es asi que, en un trabajo de Shiromoto Y et al., GPAT2 se vio
sorprendentemente involucrada en la biogénesis de piRNA [58]. Los autores demuestran que
GPAT2 interacciona fisicamente con MILI ya que coinmunoprecipitan al usar anticuerpos anti-
MILI y anti-GPAT2 en testiculo y al co-transfectar ambos genes en la linea celular HEK 293. Al
silenciar a Gpat2 en células derivadas de la linea germinal provenientes de testiculos de
ratones neonatos se observé que la cantidad de piRNAs disminuye drasticamente, sin verse
afectada la expresion de Mili (entre otros genes) y que la distribucion de tamafios de ARN
pequeiios resultante es similar a la obtenida en modelos KO para Mili. Mediante secuenciacién
de estos ARN pequeios, se demostré que GPAT2 tendria importancia en la sintesis de piRNA
por la via primaria. Por ultimo, al mutar el motivo que la define como aciltransferasa vy
expresarla en la linea celular con la expresidon de Gpat2 silenciada, los autores observaron que
se recupera la produccién de piRNA. Por lo tanto, quedd demostrado que GPAT2 interacciona
con MILI, una proteina de la familia PIWI, que cumple una funcién de importancia en la
biogénesis de piRNA y que ésta es independiente de su sitio catalitico hasta ahora propuesto
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[58]. Este hallazgo deja en evidencia que GPAT2 tendria alguna actividad diferente a la de
aciltransferasa. Cabe destacar que una situacion similar se presentd con otra proteina de
membrana mitocondrial externa llamada MitoPLD, que posee un sitio catalitico para hidrolizar
cardiolipinas generando acido fosfatidico y que se demostré que es necesaria para la
produccién de piRNAs. Se habia propuesto entonces que el metabolismo de lipidos
mitocondrial era importante en la generacion de estos ARN pequefios, sin embargo
recientemente se demostrd que esta proteina tiene ademas actividad nucleasa y que podria
participar en la produccién primaria de piRNA, generando los extremos 5" y 3" de estos ARNs
[93-95].

Por lo tanto, proponemos que el rol fisiologico de GPAT2 en testiculo es diferente de la
funcion clasica de las aciltransferasas. El hecho de que la importancia de GPAT2 en la
produccién de esta clase de ARNs pequenos sea independiente de la integridad de su motivo
aciltransferasa, hace pensar que una posible funciéon para GPAT2 es que sea una proteina de
“andamiaje”, es decir, que sea el sitio de nucleacidon de MILI y otras proteinas necesarias para la
producciéon primaria de piRNAs [58]. De hecho, hoy se conoce que MILI, junto con otras
proteinas necesarias para el procesamiento de piRNAs, se ubican en granulos citoplasmaticos
llamados Cemento Intermitocondrial (o Cuerpo Cromdtico, segin la etapa de la
espermatogénesis en la que se encuentre la célula germinal) [52], una regidn citoplasmatica no
membranosa electrondensa que se encuentra entre “clisteres” de mitocondrias. Entonces, una
posibilidad es que GPAT2 también pertenezca a este sistema. Otra posibilidad es que, ademas
de pertenecer a esta estructura, posea algun sitio catalitico aun no identificado.
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Figura 1.7. Los perfiles de expresion de Gpat2, Mili y piRNA durante el desarrollo testicular

embrionario y posnatal coinciden.
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Figura 1.7. Correlacion entre los perfiles de expresién de Gpat2, Mili y piRNAs durante el desarrollo testicular

embrionario y posnatal. En A se muestra el resultado del andlisis de datos obtenidos in silico, a partir de los estudios
GSE4818 (n=21, desarrollo testicular prenatal) y GSE12769 (n=20, desarrollo testicular posnatal) (GEO Datasets, NCBI).
El nivel de expresidon de Gpat2 y Mili se calculé utilizando los valores de expresidn de las sondas 1456208 AT (Figura

1.2) y 1449170 _AT (Affymetrix) respectivamente. En B se muestra un esquema de los perfiles de expresion de piRNA

pre-paquiteno (prenatal) y paquiteno (posnatal). ER: espermatide redonda, EE: espermatide elongada (figura adaptada

de [26]).
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1.2. REGULACION DE LA TRANSCRIPCION DE Gpat?2.

1.2.1. Analisis de la actividad del promotor de Gpat2 en el vector pGL3-BV.

Con el objetivo de identificar la region minima de actividad del promotor de Gpat2, se
clonaron segmentos de distintos tamanos de la regién corriente arriba del inicio de la
traduccioén en el vector pGL3-BV que porta el gen de la luciferasa como gen reportero. Para el
estudio de la actividad promotora basal, las construcciones de distintos tamafios fueron
transfectadas en la linea celular CHO-K1, a las 48 horas se midié la actividad luciferasa y ésta se
graficd normalizada a la actividad proveniente del control interno (pRL-TK) (Figura 1.8). Se
observa que la actividad transcripcional se detecta hasta la construccién -156 P inclusive, por lo
que la region de actividad promotora minima se puede acotar a la regidn que va de -156 a +1.

Figura 1.8. El promotor minimo de Gpat2 esta entre -156 y +1.
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Figura 1.8. Evaluacidn del promotor minimo de Gpat2. Se muestra la actividad luciferasa relativa al vector normalizador
(pRL-TK) de las distintas construcciones elaboradas a partir de la regiéon promotora de ratén. Como control se transfecté
el vector pGL3-BV vacio. Se muestran para cada caso los promedios de los duplicados + DE de tres experimentos
independientes.

1.2.2. Analisis in silico de las secuencias de consenso para hormonas en la regidon
promotora de Gpat2 de raton.

La regulacidon enddcrina de la espermatogénesis suele atribuirse principalmente a la
interaccion de las gonadotropinas y esteroides con las células somaticas de los testiculos
(células de Leydig y de Sertoli). Las células de Leydig responden a LH y sintetizan testosterona;
las células de Sertoli estdn reguladas por FSH y testosterona y son las que le dan soporte fisico y
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nutricional a las células germinales. Si bien la importancia de estas hormonas en la
espermatogénesis esta bien descripta hoy en dia, el rol esencial de la vitamina A en este
proceso empezd a ser estudiado y comprendido hace pocos anos. Histéricamente, estaba
generalmente aceptado que las células germinales no expresaban receptores hormonales y que
por lo tanto, las hormonas llevaban a cabo su accién en las células germinales a través de las
células de Sertoli. Sin embargo, hoy estd ampliamente reportado la presencia de varias
isoformas de receptores de acido retinoico en las células de la linea germinal [96]. Ademas, en
los ultimos afios también se ha reportado que el estradiol, la hormona sexual “femenina”, es
importante para el desarrollo y maduracién testicular, como también para la espermatogénesis
y la capacidad fértil en el ratdn macho [97] y se han detectado los dos tipos de receptores de
estrogenos (a y B), no sélo en células de Leydig y Sertoli, sino también en células de la linea
germinal [98].

La presencia de Gpat2 en las células germinales nos condujo a preguntarnos si su
transcripcion estaria relacionada con la accién de alguna de las hormonas sexuales masculinas.
Haciendo uso del programa Alibaba2.0 para analizar la region promotora de Gpat2 y con una
disimilaridad maxima del 1 % se han detectado varias secuencias consenso posiblemente
regulatorias de su transcripcion. Este programa utiliza la base de datos publica TRANSFAC, que
contiene una exhaustiva compilacién de sitios de unidn para factores de transcripcion
eucarioticos, sus sitios de union experimentalmente probados y los genes regulados por ellos.
Se estudio la secuencia promotora de Gpat2 de ratén, desde la posicidon -1324 hasta la posiciéon
+2105, que marca el inicio de la traduccidn. El primer intrdn fue incluido en el analisis ya que se
han reportado casos en los que los factores de transcripcion actian en esta region [99, 100]. Se
detectaron varias secuencias consenso. Algunos de los sitios consenso encontrados que pueden
tener relevancia bioldgica y que se han tenido en cuenta para disefiar los ensayos in vitro son: 9
para el receptor de acido retinoico (teniendo en cuenta los receptores RAR y RXR), 4 para el
receptor de estréogenos y 8 para el receptor de glucocorticoides. Para observar el analisis
completo de la regidn promotora analizada mediante Alibaba2.0 ver Anexo 2.

1.2.3. Analisis in vitro del efecto de hormonas sobre la region promotora de Gpat2 de

raton.

Se estudid si algunas de aquellas hormonas cuyas secuencias consenso para sus
receptores fueron encontradas en el promotor de Gpat2 afectaban la actividad del promotor de
Gpat2 in vitro. Como se describié en la seccidén 3.2. de Materiales y Métodos, la hormona en
estudio determiné la linea celular utilizada, ya que en cada caso fue necesario que la misma
expresara el receptor de la hormona de interés. Luego de la transfeccion de la construccién
correspondiente del promotor de Gpat2 se agregd la hormona y a las 48 horas se midid la
luminiscencia de cada muestra. A las concentraciones estudiadas, no se observaron diferencias
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significativas sobre la actividad del promotor de Gpat2 en presencia de corticosterona
(glucocorticoide), FSH y estradiol (resultados no mostrados). Sin embargo, se detectaron
diferencias significativas en presencia de los dos isdmeros activos del acido retinoico: ATRA y
9cisRA. Primero, se estudid el efecto de distintas concentraciones de cada isémero sobre la
construccidon -1324 P para determinar cual era la concentracion a la que se detectaba mayor
respuesta y luego se evalué el efecto de esa concentracion sobre la actividad de las
construcciones de distinta longitud. Estos ensayos se realizaron transfectando la linea celular
derivada de ratén TM4, cuya capacidad de respuesta al agregado de retinoides se probd con
anticipacion transfectando un vector pGL3 cuya luciferasa se encuentra regulada por el
promotor de la enzima Colina Citidiltransferasa a (CCT), que responde a la presencia de acido
retinoico [101] (Figura 1.9).

Figura 1.9. La linea celular TM4 responde al agregado de acido retinoico.

* Figura 1.9. Prueba de la respuesta de la linea
21 celular TM4 al agregado de acido retinoico.
T Se transfectaron las células con el vector

pGL3-CCT, se agregd ATRA (10 uM) al medio

de cultivo y 48 horas después se midio la

20 A

15
luminiscencia. La actividad promotora fue

" significativamente mayor en presencia de

ATRA en comparacion con el control (DMSO).

Luminiscencia Relativa

La construccion fue amablemente cedida por
el Lic. Pablo Domizi y la Dra. Claudia Banchio

0 : . (Instituto de Biologia Molecular y Celular de
pGL-CCT+DMSO  pGL-CCT + ATRA Rosario).

En la figura 1.10 se muestra la respuesta a cada concentracidn de cada retinoide sobre la
construccidn -1324 P y en la figura 1.11 la respuesta de cada construccidon del promotor de
Gpat2 frente a la presencia de 8 uM de 9cisRA o de 20 uM de ATRA. Ademas se probd si la
presencia de ambos isdmeros tenia un efecto sinérgico en el aumento de la actividad del
promotor de Gpat2, obteniendo resultados negativos (resultados no mostrados).
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Figura 1.10. El ATRA y el 9cisRA aumentan la actividad del promotor de Gpat2 de ratén.
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Figura 1.10. Efecto de distintas concentraciones de ATRA (A) y 9cisRA (B) en la actividad de la construccidn -1324 P del
promotor de Gpat2. Se muestran los promedios de la actividad relativa al control interno pRL-TK de los duplicados de tres
experimentos independientes + DE. Con asteriscos se indican las concentraciones que aumentan significativamente la
actividad del promotor Gpat2, analizando los datos mediante ANOVA vy test de Tukey. * p<0,05, ** p<0,01.
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Figura 1.11. La presencia de ATRA (20 uM) o de 9cisRA (8 uM) aumenta la actividad de las
construcciones de distinto tamafio del promotor de Gpat2 de ratén.
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Figura 1.11. Efecto de ATRA (20 uM) (A) y 9cisRA (8 uM) (B) sobre la actividad de las construcciones del promotor de
Gpat2 de ratén. Esta hormona aumenta significativamente la actividad de todas las construcciones activas del promotor
de Gpat2. Como control se evalud la actividad del promotor en presencia del disolvente de la hormona (DMSO). Se
muestran los promedios de la actividad relativa al control interno pRL-TK de los duplicados de tres experimentos
independientes + DE. Con asteriscos se muestran los aumentos significativos en la actividad de la construccion del
promotor de Gapt2. * p<0,05, ** p<0,01 (Prueba t de Student).
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En resumen, al analizar la actividad de construcciones del promotor de Gpat2 inserto en
un plasmido con luciferasa como gen reportero en presencia de RA, se observd para ambos
isémeros bioactivos (9cisRA y ATRA) un aumento de hasta mas del doble en la misma con
respecto a los controles. Dado que en varios trabajos se ha demostrado la importancia del RA
en la espermatogénesis [34, 37] y que las células de la linea germinal expresan los receptores
para estas hormonas [37] es muy probable que este mecanismo de regulacién opere in vivo.
Teniendo en cuenta las secuencias consenso para la unién de los receptores de RA en la region
analizada corriente arriba del inicio de la traduccién, que el aumento en la actividad del
promotor se detecta en todas las construcciones activas del promotor de Gpat2 y considerando
que la activacidon de la transcripcion de un gen por medio de la interaccién del complejo
formado por acido retinoico y sus receptores con el sitio de unién al ADN implica el
reclutamiento de cofactores que actian modificando la cromatina en cercanias del inicio de la
transcripcion [102, 103], se hipotetiza que el sitio consenso en donde se uniria el receptor de
retinoides es el RARA ubicado en la posicidon +90 - +99 (ver Anexo 2). Para confirmar esto, seran
necesarios experimentos de cambio en la corrida electroforética (EMSA, Electrophoretic
Mobility Shift Assay).

Es interesante mencionar que en el trabajo de Raverdeau et al. se demuestra que el RA
se produciria en espermatocitos preleptoténicos y que actuaria de manera autdcrina para
estimular la transcripcidon de Stra8 y por lo tanto el inicio de la meiosis. Ademas, en este trabajo
se propone la hipdtesis de que el RA producido por espermatocitos en paquiteno estimularia
paracrinamente a las espermatogonias para inducir su diferenciacién [35]. Por lo tanto, se
podria proponer un mecanismo de activacion de la expresion de Gpat2 dependiente de RARA
similar al propuesto para Stra8, en el cual el RA generado por los mismos espermatocitos sea
el ligando de RARA/RXR, activando asi la transcripcion de Gpat2 en el inicio de la meiosis.

1.2.4. Analisis in silico de la regulacion epigenética de la transcripcion de Gpat2 de

raton.

Las modificaciones epigenéticas, como la metilacién del ADN, la modificacién de H y el
remodelado de la cromatina son eventos regulatorios de importancia en varios procesos
bioldgicos, entre ellos la espermatogénesis. Varios genes en el testiculo estan regulados a
través de estos mecanismos, lo que demuestra la influencia directa de la epigenética en ese
proceso. Entonces, se buscé informacion in silico para investigar si la regulacién de la
transcripcion de Gpat2 podria estar también regulada por alguno de ellos.

Cuando se habla de metilacién como mecanismo de regulacién de la transcripcién de un
gen, se hace referencia a la metilacion de citosinas (C) que estdn en los promotores o en las
cercanias de primer exdon de los genes en las denominadas “Islas CpG”[104]. Existen varios
programas online que detectan estas regiones en secuencias de ADN, entre ellos la aplicacion
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Epigenomics que pertenece a NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/epigenomics) y el sitio
MethPrimer, del Departamento de Urologia de UCSF (http://www.urogene.org/cgi-
bin/methprimer/methprimer.cgi). En la figura 1.12 se muestra una captura de pantalla donde
se observan las Islas CpG que se detectaron en Epigenomics. Al igual que muchas otras Islas
CpG en otros genes [105, 106], las que se encontraron en el gen de Gpat2 se encuentran en las
cercanias del primer exon.

Figura 1.12. Analisis de la presencia de Islas CpG circundando el primer exén de Gpat2 de ratén.
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Figura 1.12. Andlisis de la presencia de Islas CpG en el gen de Gpat2 de ratén. Se muestra una captura de pantalla del
analisis de Gpat2 de ratén en Epigenomics de NCBI. Se detectaron dos posibles Islas CpG alrededor del primer exén
(circulo rojo).

Esta informacién fue el puntapié para estudiar en detalle cudles son las C susceptibles a
ser metiladas y determinar si su estado de metilacién influye y/o se correlaciona con el perfil de
expresion de Gpat2 durante la maduracidn testicular. Para el disefio de primers para amplificar
la regidn CpG post tratamiento con bisulfito de sodio, se analizé la regién promotora de Gpat2
con el software disponible en el sitio web MethPrimer. Para evitar errores, se disefiaron primers
para aparear por fuera de la isla predicha, que abarquen la mayor parte posible de las C de los
pares CGs blanco de las metiltransefrasas. En la figura 1.13 se muestra una captura de pantalla
del andlisis de la region promotora de ratéon desde -1324 hasta el inicio de la traduccidon. En
lugar de detectar dos Islas CpG como Epigenomics, detecta una gran Isla CpG que abarca ambas
gue va desde la posicion -92 a +32. Algunos pares de primers sugeridos fueron adquiridos para
amplificar por PCR la zona de interés post tratamiento con bisulfito de sodio.
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Figura 1.13. Disefio de primers post tratamiento con bisulfito de sodio para analizar la

metilacion de la region circundante al primer exdn de Gpat2 de ratén.
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Figura 1.13. Analisis de la regién
circundante al primer exén de
Gpat2 de ratén con el sitio web
MethPrimer para el disefio de
primers para amplificar por PCR la
Isla CpG post tratamiento con
bisulfito de del ADN
gendmico. En lugar de detectar

sodio

dos Islas CpG como Epigenomics,
detecta una gran Isla CpG que
abarca ambas. Con una flecha se
indica el inicio de la transcripcion.

La modificacion de H, como su acetilacion/desacetilacidén, es otro tipo de regulaciéon

epigenética posible. Haciendo uso de la aplicacion GEO Profiles de NCBI se encontré el

histograma de la figura 1.14 al ingresar las palabras clave “Gpat2 histone deacetylase”

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geoprofiles/?term=Gpat2+histone+deacetylase). Los niveles de

expresion de Gpat2 se obtuvieron del andlisis del transcriptoma de células miocardicas de

ratones KO para el gen de la enzima HDAC2.
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Figura 1.14. Resultado in silico que demuestra la influencia de la acetilacidon de H en la regulacion

de la transcripcidon de Gpat?2.
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Figura 1.14. Resultado in silico
que evidencia la regulacidon
epigenética de la expresion de
Gpat2. Captura de pantalla del
resultado encontrado en GEO
Profiles de NCBI bajo las palabras
clave “GPAT2 histone
deacetylase”. La expresién de
Gpat2 aumenta abruptamente
en ratones KO para Hdac2 en un
tejido en donde no se expresa
normalmente, como el musculo
cardiaco.

Generalmente, la acetilacion de H denota regiones transcripcionalmente activas,

mientras que la hipoacetilacion de las mismas ocurre en regiones transcripcionalmente

inactivas [107]. Este proceso estd regulado por las enzimas HATs, quienes activan la

transcripcién, y las HDACs, quienes silencian la transcripcidon génica [42]. Por lo tanto, si un

organismo carece de HDAC, sus H permanecerian acetiladas y por lo tanto la transcripcién

estard activa, a menos en lo que respecta a nivel de apertura de la cromatina por acetilacidon de

H. En la figura 1.14 se observa como al knockear la expresion de la HDAC2 en ratdn se dispara la

expresion de Gpat2 en musculo cardiaco, un tejido donde normalmente no se expresa esta

enzima. Por lo tanto, se decididé evaluar experimentalmente si tanto la metilaciéon del ADN

como la modificacion de H afectan la transcripcidén de Gpat2 en células de raton.
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1.2.5. Andlisis in vitro de la regulacion epigenética de la transcripcion de Gpat2 de

raton.

1.2.5.1. Efecto de la metilacion in vitro del promotor de Gpat2 de raton sobre su

actividad.

Con el objetivo de determinar si la metilacion de las C de la Isla CpG de Gpat2 de ratdn
afecta su actividad, se metild in vitro a la construcciéon -156 P, que contiene a la Isla CpG
predicha in silico y el gen reportero de la luciferasa. Para ello se usé la metiltransferasa Sssl,
que metila a todas las citosinas en el carbono 5 de todos los dinucledtidos 5°-CG-3". Los
plasmidos metilados (- 156 P M) o sin metilar (- 156 P s/M, control) fueron transfectados en la
linea celular CHO-K1 en paralelo con el vector pRL-TK como control de transfeccion interno. En
la figura 1.15 se muestran las luminiscencias relativas en cada caso, normalizadas al control

interno.

Figura 1.15. La metilacion de la region circundante al sitio de inicio de la transcripcidon de Gpat2
disminuye la actividad de su promotor.
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Como se observa en la figura 1.15, la metilacién afecta sensiblemente la actividad del
promotor de Gpat2, ya que la actividad luciferasa relativa de la construccién -156 P M se
reduce en un 90% con respecto a la actividad del control (-156 P s/M). Esto demuestra que la
metilacion de la Isla CpG encontrada regula la expresion de Gpat2.
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1.2.5.2. Efecto de la inhibicion de metilacidon y de la desacetilacion sobre la expresion
de Gpat2 en la linea celular de raton RAW 264.7.

Para analizar el efecto de la inhibicién de la metilacién y de la inhibicidon de la
desacetilacion de H en células en cultivo se emplearon las drogas 5-aza-2"-desoxicitidina (DAC)
y Tricostatina A (TSA), respectivamente. La droga DAC es un andlogo a la desoxicitidina y se
incorpora al ADN durante su sintesis, con la particularidad de unirse irreversiblemente a la
enzima metiltransferasa, inhibiéndola [108]. La droga TSA es un inhibidor no competitivo
reversible de la actividad H desacetilasa en células de mamifero en cultivo a concentraciones
nanomolares [109]. Para este experimento se utilizd la linea celular de ratén RAW 264.7, que
presenta bajos niveles basales de expresion de Gpat2. La misma se incubdé con DAC, TSA,
DAC+TSA o DMSO (control). Se midié el nivel de transcripcién de Gpat2 por qPCR y se lo
normalizé al gen housekeeping Gapdh (Figura 1.16).

Figura 1.16. La inhibicion de la metilacion del ADN vy la inhibicion de la desacetilacion de H
aumentan la expresion de Gpat2 en la linea celular RAW 264.7.
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En la figura 1.16 se observa que el aumento en la expresién de Gpat2 producido por DAC
es significativo con respecto al control y al tratamiento con TSA sélo y que el aumento en la
expresion de este gen producido por la combinacién de DAC y TSA es mayor que el aumento
producido por estas drogas cuando se agregan por separado. Es decir, la DACy la TSA actian en
forma sinérgica sobre la expresion de Gpat2, efecto ya reportado para otros genes [110].
Entonces, se podria afirmar que la hipermetilacién en la Isla CpG de este gen es dominante
sobre la actividad HDAC en el mantenimiento de la represidn génica, por lo menos en esta linea
celular. Sin embargo, la actividad HDAC cobraria importancia cuando los niveles de metilacién
se reducen.
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1.2.6. Analisis in vivo de la regulacion epigenética de la transcripcion de Gpat2 de

raton.

Con el objetivo de determinar si el nivel de metilacién de la Isla CpG encontrada tiene
relevancia in vivo y si el mismo correlaciona con el perfil de expresién de Gpat2 observado
durante la maduracidn testicular posnatal, se tratd con bisulfito de sodio al ADN genémico de
testiculo de ratdn de distintas edades para conocer, si las hubiera, cuales son las citosinas que
al metilarse reprimirian la transcripcion de Gpat2. Para ello, se extrajo ADN de testiculo entero
de 7 dpp y de células germinales aisladas de testiculos de 11, 15 y 30 dpp, se traté con bisulfito
de sodio, haciendo uso de los primers disefiados con Methprimer se amplificd por PCR la regidn
CpG de interés y luego se cloné el producto en el vector pGEM-T Easy para su secuenciacién (6-
10 clones de cada edad). En la figura 1.17 se muestra un esquema de los pares CG
comprendidos en esa region indicando el estado de metilacion promedio entre todos los clones
para cada posicion para cada edad. Es interesante destacar que a los 15 dpp, cuando por qPCR
se observa un maximo en el contenido de ARNm en testiculo entero, el promotor de Gpat2 esté
completamente metilado. Sin embargo a los 11 dpp se observé una desmetilacion masiva en el
mismo. Ademas, como se muestra en la figura 1.17, a los 30 dpp se obtuvieron dos tipos de
clones: con el promotor de Gpat2 desmetilado (37 % de los clones, con un 10 % o menos de
pares CG metilados) y con el promotor de Gpat2 metilado (63 % de los clones, con un 80 % o
mas de pares CG metilados). Como cada clon obtenido por PCR de la regidon CpG proviene del
ADN gendmico tratado con bisulfito de sodio de una célula, el andlisis de la proporcién de
clones con el promotor de Gpat2 metilado o sin metilar es un reflejo de la proporcidn de células
germinales con el promotor de Gpat2 metilado o sin metilar a esa edad.
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Figura 1.17. El estado de metilacién del promotor de Gpat2 in vivo es minimo a los 11 dpp.

TSS
+37 +44 +115

| &
os?

-81 -55 -49 -33 -27-24

7 dias t? 9?7 ¢ ¢ t¢

P s T T T T £

I1 T 17T 1T

oy
— =
—{- )]
—

11 dias

15 dias 29 99 ¢ o te

*® 69y & 00 ¢ ¢ 63 % de los clones

37 % de los clones

Figura 1.17. Evaluacién del estado de metilacidon de la regién circundante al inicio de la transcripcion de Gpat2 en
células de testiculo de raton de distintas edades. Se extrajo ADN de testiculo entero de ratones de 7 dpp o de células
germinales de ratones de 11, 15 y 30 dpp, se tratd con bisulfito de sodio, se amplificé por PCR y se cloné la regiéon de
196 pb que contiene a la Isla CpG y se secuencid. Se muestra para cada edad la proporcidon promedio de metilacién de
esa posicidon teniendo en cuenta a todos los clones. Cada circulo representa una C de un par CG. Un circulo negro
completo indica 100 % de metilacidn de esa posicidn entre todos los clones, un circulo blanco indica 0 % de metilacién
de esa posicion entre todos los clones y circulos parcialmente pintados indican proporciones intermedias de metilacion.
Dado que a los 30 dpp se obtuvieron dos tipos de clones, éstos se agruparon segln su estado de metilacién para dejar
en claro la existencia de dos poblaciones en lo que respecta al nivel de metilacidon del promotor de Gpat2. Por encima
se muestra un esquema de la region promotora analizada y la ubicacién de los pares CG se muestra con triangulos
invertidos. TSS: sitio de inicio de la transcripcién (+1).

Nuestros resultados experimentales, con el sustento de la informacidn obtenida a partir
de datos in silico, indican indudablemente una regulacién epigenética de la transcripcion de
Gpat2. El efecto de la acetilacién/desacetilacion de H como mecanismo regulatorio de la
expresion de Gpat2 se comprobd in vitro y el efecto de la metilacién/demetilacién de la Isla
CpG de Gpat2 se corrobord tanto in vitro como in vivo. Teniendo en cuenta los resultados
obtenidos in vivo, se observé que a los 11 dpp toda la region CpG analizada se encontraba
hipometilada. Sin embargo, a los 15 dpp, momento en el que se observa un abrupto aumento
en la cantidad de ARNm de Gpat2 en testiculo entero por qPCR (y también visto in silico), toda
la Isla CpG se encuentra metilada. Entonces hipotetizamos que la transcripcion de Gpat2 debe
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de comenzar después de los 11 dpp y su mensajero debe ser lo suficientemente estable como
para acumularse hasta los 15 dpp. Ademas, a los 30 dpp se obtuvieron dos tipos de clones con
respecto a su estado de metilacidén: un 37 % de los clones resultaron hipometilados y un 63 %
hipermetilados. Como cada clon proviene de una célula individual, esta proporcién de clones da
cuenta de la proporcion de células germinales cuya Isla CpG de Gpat2 se encuentra hipo o
hipermetilada, lo que nos permite postular que existen dos poblaciones de células germinales a
los 30 dpp en relacidn al nivel de metilacién de la misma: una mayoritaria de alto grado de
metilacion y una minoritaria de bajo grado de metilacién. Estos porcentajes de clones
correlacionan con los datos de expresiéon de ARNm en cuanto a las proporciones de células
germinales que son positivas y negativas en la HIS (Figura 1.4) y podrian explicar el patréon de
expresion on-off para este gen.

Si bien los mecanismos de regulacion de la transcripcidon por transactivacion y los
epigenéticos parecieran operar independientemente, varios autores han demostrado que el
RA actua de manera coordinada con procesos epigenéticos para regular la expresion génica
[111, 112]. El modelo actual de regulacién por RARs explica que en ausencia de ligando, el
heterodimero RAR-RXR se une al elemento de respuesta RARE en el promotor del gen regulado
por RA y recluta correpresores que a su vez reclutan complejos de alto peso molecular que
poseen actividad HDAC. Una vez que se une al RA, el heterodimero RAR-RXR cambia de
conformacion liberando a los correpresores, permitiendo el reclutamiento de coactivadores,
quienes a su vez reclutan grandes complejos con distintas actividades enzimdaticas, como HAT,
H-metiltransferasas (HMT), H-demetilasas (HDM) y ATPasas ADN-dependientes [102]. Todos
estos complejos alteran la estructura de la cromatina alrededor de la regidon promotora de los
genes blanco y crean marcas o sitios de unién que forman el llamado “cédigo de H”, que es
leido por proteinas especificas y cuyas consecuencias pueden ser diversas [102, 113, 114]. Por
ejemplo, este cédigo coordina el reclutamiento de HAT, HMT o HDM adicionales para crear una
cromatina aun menos compacta. Ademas también dirige el reclutamiento de remodeladores de
la cromatina, que usan la energia del ATP para reposicionar a los nucleosomas, dejando asi a la
region promotora libre de nucleosomas. Luego los RAR-RXR activados reclutan al resto de la
maquinaria necesaria para el inicio de la transcripcion (ARN polimerasa Il y factores generales
de inicio de la transcripcidn) [102]. Ademas, el efecto del RA a nivel epigenético no sdlo se ha
demostrado a nivel de H, sino también a nivel de metilacion del ADN, ya que se ha observado in
vitro que la presencia de ATRA regula el estado de metilacién de promotores de ciertos genes
relacionados con la apoptosis [115, 116] e in vivo que la presencia de ATRA disminuye el estado
de metilacion global de todo el ADN [117]. Varios de estos autores han demostrado que el nivel
de transcripcidn y traduccién de las enzimas de la familia de las DNMTs disminuye en presencia
de ATRA [111, 116], proponiendo al RA como un regulador del nivel de expresidén de las
enzimas que se encargan de la metilacién de novo del ADN (DNMT3) o del mantenimiento de
las marcas epigenéticas luego de la replicacion (DNMT1). El mecanismo por el cual se lleva a
cabo no estd aun esclarecido.
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Por lo tanto, todos estos procesos podrian estar actuando de manera coordinada para
regular la expresion de Gpat2 in vivo. La sinergia observada cuando se utilizan DAC+TSA en la
transcripcion de Gpat2 demostrd que la desacetilacién de H, ademas de la metilacion de las C,
es un importante represor de su expresion. Es posible entonces que, en ausencia de RA, el
heterodimero RARA-RXR al unirse al sitio RARE reclute correpresores con actividad HDAC,
inhibiendo la transcripcion de Gpat2. Por lo tanto, en presencia de RA (autécrino o paracrino)
se induciria una hipometilacién general y especificamente la hipometilacion de la Isla CpG que
circunda al primer exdn de Gpat2, liberando de grupos metilo inhibidores a las C de la regién
adyacente al inicio de la transcripcién. Luego, el RA al unirse al complejo RARA-RXR, reclutarian
complejos que acetilarian las H circundantes y que a su vez reclutarian los elementos de
transcripcion basales necesarios para activar la transcripcion de Gpat2. Por lo tanto, este
mecanismo de represion/activacion de la transcripcion explicaria los resultados observados,
relacionando la accion del RA y de modificaciones epigenéticas como reguladores de la
transcripcion de Gpat2.

1.3. SILENCIAMIENTO IN VIVO DE Gpat2 EN TESTICULO DE RATON. IMPORTANCIA DE
Gpat2 EN LA ESPERMATOGENESIS.

1.3.1. Puesta a punto de la técnica.

1.3.1.1. Seleccion del shRNA que silencia mas eficientemente la expresion del ARNm
de Gpat2.

Cinco vectores que portan un shRNA contra Gpat2 mds un control SCR fueron adquiridos
y, para evaluar cual de ellos silenciaba mds la expresion de Gpat2, se co-transfectaron células
HEK 293T con un vector de expresion pcDNA 3.1 con el ADNc codificando a Gpat2 de ratdn [57]
y con cada uno de los vectores silenciadores por separado. Luego de 48 horas, se extrajo el ARN
y se midié por gPCR la expresion de Gpat2. En el recuadro de la figura 1.18 se muestran los
niveles de expresion de Gpat2 en la linea HEK 293T luego de las co-transfecciones con los
distintos vectores que portan el shRNA. Una vez elegidos los dos vectores que mas silenciaban
la expresion de Gpat2 (shRNA 3y 4), se repitid la co-transfeccidén de los mismos con Gpat2, en
paralelo con el vector control SCR y Gpat2 (Figura 1.18.A) y la expresion de Gpat2 se midié por
gPCR. Como se observa en la figura 1.18.A, el vector shRNA que mads eficientemente silencié
Gpat2 fue el 4 (77% de silenciamiento con respecto a la expresién de Gpat2 en la muestra co-
transfectada con SCR). Ademds, el silenciamiento de Gpat2 se tested a nivel de proteina: se co-
transfectaron células HEK 293T con el vector que expresa Gpat2 y el vector SCR o con el vector
que expresa Gpat2 y con shRNA-Gpat2-4 y 48 horas después se analizaron por Western blot,
revelando con anti-GPAT2 y con anti-GAPDH como control de carga. En la figura 1.18.B se
observa que la proteina GPAT2 no se pudo detectar en la muestra co-transfectada con el vector
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Expresion relativa de Gpat2

silenciador, aunque si en la co-transfectada con el vector SCR. Se siguié trabajando con el
vector shRNA-Gpat2-4 para construir un lentivirus silenciador de Gpat2 in vivo.

Figura 1.18. Puesta a punto in vitro del silenciamiento de Gpat2 de raton.
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Figura 1.18. Puesta a punto del silenciamiento de
Gpat2 de ratdn. Se co-transfectaron cada uno de
los vectores shRNA-Gpat2 junto con un vector que
expresa Gpat2 de ratén en células HEK 293T. Por
gPCR se evalud el contenido de Gpat2 respecto a
TBP de humano (A). Se muestran los promedios
de los duplicados de la cantidad relativa de Gpat2
+ DE de dos experimentos independientes. En B se
muestra un Western blot de un homogenato de
células HEK 293T co-transfectadas con el vector

que expresa Gpat2 de ratdn y el vector SCR o con
el vector shRNA-Gpat2-4.

1.3.1.2. Prueba de sobrevida y fertilidad después de la inyeccion testicular.

Previo a la inyeccidn con lentivirus, se realizaron pruebas de inyeccion intratesticular en
ratones de 11 dpp con una solucidn de PBS estéril y el colorante vital azul de tripan (20 mg/ml
concentracion final). Se eligié esta edad para la inyeccién con el objetivo de inocular los
lentivirus antes del pico de expresién de Gpat2 observado a los 15 dpp. Para ello, 4 ratones
fueron anestesiados, se realizé una incisidon en la cavidad abdominal, los testiculos se colocaron
por fuera de la misma y se inyectaron ambos (Figura 2 de Materiales y Métodos). Luego de la
sutura del abdomen, los ratones se devolvieron a la jaula con su madre y se monitorearon
diariamente, teniendo en cuenta la presencia de signos de dolor y prestando especial atencion
al descenso normal de los testiculos. No se observaron signos de dolor o malestar y al cabo de
los diez dias posteriores de la inoculacidn ya se podia ver el descenso normal de los testiculos.

Dos semanas después de la inyeccidn (a los 25 dpp), se sacrificaron dos ratones para
realizar cortes histoldgicos. En los mismos se puede observar la espermatogénesis normal de un
testiculo que aun no ha alcanzado la madurez sexual, en donde se observan principalmente
espermatides redondas (Figura 1.19). Después de alcanzar la pubertad (a los 40 dpp), los otros
dos ratones se colocaron en jaulas con 2 hembras cada uno para evaluar si la inyeccidn traia
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problemas en su capacidad reproductiva. Se observd que los ratones se reproducian
normalmente ya que al cabo del mes de haberse reunido con hembras empezaron a tener cria.
El niumero de crias que cada uno tuvo estuvo también dentro de los parametros normales
(entre 6 y 10 crias por parto). Entonces, dado que la técnica empleada para la inoculacién de
testiculos no mostré signos de haber afectado la sobrevida del ratén ni su capacidad fértil, se
procedid a inocular testiculos de ratén con lentivirus que silencien la expresién de Gpat2 o con
el lentivirus scramble (a partir de ahora SH-Gpat2 y SCR, respectivamente).

Figura 1.19. Corte histoldgico de testiculos de ratones inoculados con PBS y Azul de tripan para
evaluar el efecto del procedimiento de la inoculacidn testicular a nivel tisular.

';‘ e -.:.!_y.:'i! n ¢ .."_":
es de 25 dpp inoculados con PBS y Azul de tripan para evaluar el
efecto del procedimiento de inyeccidn a nivel tisular. Se analizaron 4 cortes de cada testiculo. Los cortes se tifieron con
hematoxilina-eosina. Se observa la presencia de principalmente espermatides redondas. Barras de escala: 50 uM.

1.3.2. Silenciamiento de Gpat2 in vivo y sus consecuencias.

1.3.2.1. Evaluacion histolégica del efecto de silenciamiento de Gpat2 in vivo.

Una vez purificados los lentivirus y calculado el nimero de TU, si la concentracion fue
favorable (entre 10" y 10° TU/ml), se procedié a la inyeccién de ratones macho. Se inyectaron 4
ratones de 11 dpp con el lentivirus SH-Gpat2 (construido con el shRNA 4) y 4 ratones con el
lentivirus SCR. Se inyectaron ambos testiculos, cada uno con aproximadamente 60 ul de la
suspensién de lentivirus-azul de tripan. Luego de 30 dias post inyeccion (41 dpp) los ratones
fueron sacrificados, los testiculos fueron extirpados y se realizaron tinciones con hematoxilina-
eosina (HE) para observar la presencia o no de anormalidades en la espermatogénesis e IHQ
para confirmar el silenciamiento de Gpat2. En la figuras 1.20, 1.21 y 1.22 se muestran las
imagenes obtenidas mas representativas de cada tratamiento. En la figura 1.20 se muestran
cortes de testiculos provenientes de ratones SH-Gpat2 y ratones SCR tefiidos con HE. En el caso
de los cortes de testiculos de ratones SH-Gpat2 (en 3 de los 4 ratones estudiados) se destaca la
presencia de wuna considerable proporcion de tubulos seminiferos en donde la
espermatogénesis estd detenida, ya que no se observan espermatozoides, sino un
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empobrecimiento en células germinales en divisidon. La proporcion de tubulos afectados fue
variable entre los ratones inyectados con el lentivirus SH-Gpat2: desde cortes de testiculo con
aproximadamente un 30 % de tubulos afectados hasta testiculos cuya arquitectura tisular se
encontraba totalmente alterada (Figura 1.22). Esto podria explicarse teniendo en cuenta que la
penetrancia del lentivirus durante la inoculacion puede no ser homogénea en todo el tejido,
entonces el silenciamiento de Gpat2 es posible que no se vea reflejado en todos los tubulos
seminiferos. En el caso de los cortes de testiculos SCR, se observa una espermatogénesis
normal en practicamente toda la extensidn del corte de testiculo y, como se observa en la
figura 1.20, claramente se advierte la presencia de espermatozoides.

Las figuras 1.21 y 1.22 muestran la IHQ para la deteccidn de la proteina GPAT2. En los
cortes de testiculos SCR, la imagen es analoga a la obtenida por IHQ a los 40 dpp (Figura 1.5). En
cortes de testiculos de ratones SH-Gpat2 (en 3 de los 4 ratones analizados) se observa una
sefial muy débil o nula para GPAT2. Como se dijo antes, en uno de los testiculos analizados
ademds de no haber podido detectar a GPAT2 por IHQ, la arquitectura tisular estaba
totalmente alterada (Figura 1.22). Posiblemente, en este ejemplar la penetrancia del lentivirus
haya sido mayor que en el resto de los testiculos, lo que explicaria la extensién del dafo del
parénquima testicular observado por histologia.
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Figura 1.20. El silenciamiento de Gpat2 in vivo en testiculo de ratén afecta la espermatogénesis.
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Figura 1.20. El silenciamiento de Gpat2 en testiculo de ratdon afecta la espermatogénesis. Histologias representativas de cortes histoldgicos provenientes de dos experimentos
independientes (8 ratones inyectados en total) mostrando las consecuencias de la inyeccidn intratesticular en ratones de 11 dpp de lentivirus que silencian Gpat2 (SH-Gpat2, N=4) o
lentivirus con una secuencia scramble (SCR, N=4). En cada caso se analizaron 6 cortes histolégicos. Un mes después de la inyeccidon los ratones fueron sacrificados, los testiculos
removidos, fijados en solucidn de Bouin, incluidos en tacos de parafina y cortados en secciones de 10 um. Los mismos fueron tefiidos con hematoxilina-eosina. Los aumentos de
cada foto se indican en la esquina superior izquierda de las mismas. Las flechas rojas indican espermatozoides. Barras de escala: 50 uM.
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Figura 1.21. El silenciamiento de Gpat2 in vivo en testiculo de ratdn afecta la espermatogénesis. Evaluacion de la presencia de la proteina
GPAT2 por IHQ de cortes de testiculos inyectados con lentivirus SH-Gpat2 o SCR.

SH-Gpat2 SCR

Figura 1.21. Evaluacion de la presencia de GPAT2 por IHQ en cortes de testiculos inyectados con lentivirus SH-Gpat2 o SCR. Se muestran dos IHQ representativas de los

resultados obtenidos de dos experimentos en los que se inyectaron 4 ratones de 11 dpp con lentivirus SH-Gpat2 y 4 ratones con un lentivirus SCR en total. Se analizaron las IHQ
de 6 cortes histoldgicos de los testiculos de cada ratdn. Los nudcleos se contratifieron con hematoxilina. Los aumentos de cada foto se indican en la esquina inferior derecha de
las mismas. Barras de escala: 50 uM.
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Figura 1.22. Arquitectura tisular afectada de un testiculo de ratdn inyectado con lentivirus SH-Gpat?2.
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Figura 1.22. Arquitectura tisular totalmente afectada de un testiculo inyectado con particulas lentivirales SH-Gpat2. IHQ
de uno de los testiculos de ratones SH-Gpat2. La sefial para GPAT2 es nula o muy tenue (probablemente artefactos de
la preparacion histoldgica). Los nucleos se contratifieron con hematoxilina. Se muestran 3 aumentos distintos, indicados
en la parte inferior derecha de cada fotografia. Barras de escala: 50 uM.
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1.3.2.2. Evaluacion del efecto de silenciamiento de Gpat2 in vivo en la expresion de

genes marcadores de la espermatogénesis y en la capacidad reproductiva.

Se inocularon los testiculos de nueve ratones Balb/c de 11 dias con particulas lentivirales
SH-Gpat2 y cinco con particulas SCR. Una vez que alcanzaron la madurez sexual (un mes post
inyeccidn, 41 dpp) se colocaron en jaulas separadas con 2 hembras Balb/c adultas cada uno,
con agua y alimento ad libitum. Los mismos se monitorearon diariamente y se registro el
numero de crias que tuvo cada hembra. Luego de que cada una tuviera 3 camadas, los ratones
se sacrificaron y se procedid a realizar los cdlculos estadisticos. Como se observa en la figura
1.23, la cantidad de crias que tuvo el grupo de ratones SCR por parto fue significativamente
mayor que la cantidad que tuvo el grupo SH-Gpat2 en la primera camada y luego, si bien no se
alcanzaron valores significativos, se mantiene esta tendencia. Es altamente probable que esto
se deba por un lado, a que el silenciamiento con lentivirus sea mas efectivo en el corto plazo y
gue aquellas células que no hayan sido transducidas logren reemplazar a las infectadas en el
transcurso de varios ciclos espermatogénicos, reestableciendo entonces paulatinamente una
espermatogénesis y, por lo tanto, una fertilidad normal. Por el otro, a pesar de haber
observado una cantidad considerable de tubulos seminiferos afectados por el silenciamiento de
Gpat2, el efecto podria verse enmascarado por la gran cantidad de espermatozoides que son
liberados en cada eyaculacion.

Figura 1.23. El silenciamiento de Gpat2 in vivo reduce el nUmero de crias por parto.
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Figura 1.23. El silenciamiento de Gpat2

crias por parto que tiene cada hembra
con la que se apared. Se inyectaron 9
ratones macho con lentivirus SH-Gpat2 y
5 con particulas SCR. El experimento se
extendié hasta que cada hembra tuviera
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Sin embargo, a nivel de expresién génica aun se pudieron observar diferencias entre los
dos grupos de ratones al finalizar este experimento. Luego del sacrificio de los animales, los
testiculos fueron removidos y se analizaron por gPCR la expresion de algunos genes marcadores
de la espermatogénesis con el objetivo de determinar el momento en el que se detiene el ciclo
espermatogénico cuando se silencia la expresiéon de Gpat2. Se eligieron genes que se
expresaran en altos niveles especificamente en ciertas etapas de la meiosis o del proceso
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espermatogénico. Se midid la expresién relativa de los genes marcadores Nanos3
(espermatogonia), Tmem30 (espermatocito en paquiteno), Tnpl (espermatide) [1] y Gpat2. En
la figura 1.24 se muestran los resultados obtenidos. Como era esperable, la expresion de Gpat2
fue significativamente mayor en el grupo SCR. Al observar los niveles de expresion de los genes
marcadores de la espermatogénesis, se observa que mientras que no hay diferencias
significativas en la expresion del gen marcador de espermatogonias, la expresion de los genes
marcadores de espermatocito en paquiteno y de espermatide es significativamente mayor en el
grupo SCR. Por lo tanto, estas medidas correlacionan con lo visto por histologia: el
silenciamiento de Gpat2 in vivo afecta la espermatogénesis deteniendo el proceso
inmediatamente antes o en la etapa de paquiteno y por esto, no se observan diferencias
estadisticas en la expresion del gen marcador de los estadios anteriores (como de Nanos3, de
espermatogonia) pero si en los marcadores de esta etapa y las sucesivas (como Tmem30 y
Thpl).

Figura 1.24. El silenciamiento de Gpat2 in vivo detiene la espermatogénesis en el estadio de
paquiteno.

>
Pl

v
Pl

]

* B 5H-Gpat2

1,8 - 1,8 - B sCR
1,6 - 1,6 - N/S

1,4 - I,_J_1 *

Expresionrelativa
Expresion relativa

Gpat2 Nanos3 Tmem 30 Tnpl

P =

Espermatogonia Espermatocitos Espermatocitos Espermatide Espermatide Espermatozoide
leptoténicos en paquiteno redonda elongada

Figura 1.24. El silenciamiento de Gpat2 in vivo afecta al proceso espermatogénico, deteniendo la maduracion de células
germinales en o previo al estadio de paquiteno. Se midié por qPCR la expresion de Gpat2 y de genes marcadores de los
distintos estadios de la meiosis o de la espermatogénesis. En A se muestra la expresion relativa de Gpat2 en los dos
grupos de ratones y en B la expresion de los genes marcadores, usando a Rp/13a como gen housekeeping. Bajo el
histograma de la derecha se muestra un esquema de la espermatogénesis para indicar el estadio en donde
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principalmente se expresa cada gen (adaptado de [118]). Se muestran los valores promedio de las medidas realizadas
por duplicado para cada gen de dos experimentos independientes. ** p<0,01, *p<0,05 (Prueba t de Student), N/S: no
significativo.

Con el objetivo de intentar responder el interrogante acerca de la funcién de GPAT2 en
las células germinales masculinas, que permita explicar su restringido patrén de expresion
tisular y la disparidad en sus caracteristicas con respecto al resto de las GPATs, se decidio
silenciar la expresion de esta proteina en testiculos de ratones prepuberales. El analisis
histoldgico revelé en 3 de 4 ratones inyectados con el lentivirus SH-Gpat2 la presencia de
considerables alteraciones tubulares y tisulares. Como se esperaba, en aquellos tubulos
afectados, no se pudo detectar a GPAT2 por IHQ, mientras que en los cortes de testiculo de
ratones SCR se detectd a GPAT2 con el mismo patrén observado en la IHQ en ratones wild type
de 40 dpp (Figura 1.5). A diferencia de los ratones SCR en los cuales se observa una
espermatogénesis normal, en los ratones SH-Gpat2 se destaca la presencia de tubulos
seminiferos carentes de espermatocitos en division meiotica. Es decir, en estos tubulos
afectados no se observan espermatides redondas o espermatozoides maduros, sino que la
espermatogénesis esta detenida antes de la meiosis 0 en sus primeros estadios. Sin embargo,
el numero de espermatogonias no parece verse afectado. Esto se corrobord también por gPCR
y se observo que el silenciamiento de Gpat2 afecta al proceso espermatogénico en la etapa de
paquiteno o en alguna etapa previa, pero posterior la fase de espermatogonia, ya que en los
testiculos de ratones SH-Gpat2 se observd una menor expresion de genes marcadores de
espermatocitos en paquiteno y de espermatide en comparacion con el grupo SCR, mientras que
la expresidn del gen marcador de espermatogonias fue igual en ambos grupos (Figura 1.24).

A partir de las observaciones histoldgicas realizadas en los testiculos de estos ratones, se
hipotetizé que el silenciamiento de Gpat2 afectaria la capacidad reproductiva de los ratones
SH-Gpat2 y que por lo tanto, tendrian un nimero menor de crias por camada en comparaciéon
con los ratones control (SCR). El nimero de crias fue significativamente menor en la primera
camada de los SH-Gpat2 en comparacion con los SCR y en las otras dos camadas, si bien no se
obtuvieron diferencias significativas, la tendencia general se mantuvo (Figura 1.23).

Por lo tanto, se puede concluir que la presencia de GPAT2 es imprescindible para la
correcta progresion de la primera ola espermatogénica y el inicio de la capacidad
reproductiva en el ratén. Teniendo en cuenta lo discutido previamente, una posible explicacion
para este hecho es que el silenciamiento de GPAT2 afecte la actividad conjunta con MILI, lo que
alteraria la biogénesis de los piRNA de paquiteno. Cabe destacar que el fenotipo de ratones KO
para Mili en lo que respecta a la progresidon de la espermatogénesis y a nivel histoldgico se
asemeja a lo que se observa en los tubulos afectados de los ratones SH-Gpat2, ya que los
primeros, ademas de resultar estériles, presentan un arresto espermatogénico en el estadio de
zigoteno/paquiteno temprano [51]. Entonces, esto sustenta la hipdtesis que la interaccion de
MILI y GPAT2 sea necesaria para la sintesis de piRNA de paquiteno por la via primaria y que
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éstos a su vez sean cruciales para el inicio de la espermatogénesis. Si bien aun no esta del todo
esclarecida la funcién de los piRNA de paquiteno, su ausencia provoca un dafno masivo en el
ADN postmeidtico y serian los encargados de la eliminacidn de la mayor parte de los ARNm
durante la espermiogénesis [26, 119].

Los resultados expuestos claramente demuestran que GPAT2 es una proteina de
importancia en la espermatogénesis e invitan al desarrollo de ratones KO para Gpat2 para
conocer cual es el precisamente el proceso en el cual estd involucrada esta proteina dentro del
marco de la maduracién espermatica.
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SEGUNDA SECCION

2. REGULACION DE LA EXPRESION DE GPAT2 DE HUMANO Y CARACTERISTICAS EN SU
CONTEXTO PATOLOGICO.

2.1. EXPRESION DE GPAT2 EN TEJIDOS HUMANOS NORMALES Y TUMORALES.

2.1.1. Evaluacion in silico de la expresion de GPAT2 en tejidos humanos normales y

tumorales.

Con el objetivo de determinar el patron de expresiéon de GPAT2 en humano (en qué
tejidos o lineas celulares se expresa y en qué proporcion), se utilizé informacién de microarrays
que se encuentra disponible en la base de datos publica de NCBI GEO Data Sets. Se utilizé el
estudio GSE7307 titulado Human body index-transcriptional profiling, el cual incluye muestras
normales y patoldgicas, como asi también lineas celulares. Para este analisis, sélo se tuvieron
en cuenta las muestras provenientes de tejidos humanos normales (N=393). Se utilizaron los
datos de expresidén para la sonda de GPAT2 humana de Affimetryx, 235557 AT. Para la
normalizaciéon de los resultados se utilizd el algoritmo estadistico fRMA (Frozen Robust
Multiarray Analysis) [120]. Para simplificar el analisis, aquellas muestras provenientes de
distintas partes de un mismo drgano se las agrupd bajo un mismo nombre (por ejemplo, los
datos de expresion para cerebelo, hipocampo, l6bulo parietal, I6bulo temporal, etc., se las
agrup6 bajo el nombre de “Cerebro”) y se omitieron aquellas muestras que no tuvieran
réplicas. Como se observa en la figura 2.1 A, la expresion de GPAT2 en humano, al igual que lo
qgue hemos determinado en el caso del raton, es maxima en el testiculo. Ademas, teniendo en
cuenta que previamente se habia propuesto a este gen como un nuevo “Antigeno Cancer
Testiculo”, por su expresion en muestras de mieloma multiple y en testiculo [121], se realizd un
analisis comparativo de la expresion de GPAT2 en tejidos tumorales humanos. Para ello se
combinaron los datos provenientes de oligo-microarrays, disponibles en la base de datos
publica GEO Data Sets y para trabajar con un conjunto de datos homogéneos se descargaron
del sitio InSilicoDB las matrices de expresion pre-procesadas por fRMA de los estudios:
GSE37642 (leucemia mieloide aguda, LMA, N=140), GSE7553 (melanoma primario, melanoma
metastdsico, carcinoma de células escamosas y basales, N=15), GSE11151 (cdncer de rifidn,
N=67), GSE31684 (carcinoma de vejiga, N=93), GSE9843 (carcinoma hepatocelular, N=91),
GSE18842 (cdncer de pulmdn, N=46), GSE14333 (cancer colorrectal, N=290), GSE21653 (cdncer
de mama, N=266), GSE20685 (cancer de mama, N=327), GDS5072 (cancer de prostata, N=11) y
GSE39671 (leucemia linfocitica crénica, LLC, N=154). Todos ellos fueron llevados a cabo con la
plataforma de Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 Array (GPL570). Se consideraron los
datos de expresion de la sonda 235557 AT (GPAT2) y para este andlisis sélo se tuvieron en
cuenta las muestras provenientes de tumores, excluyendo a aquellas muestras que fueran de
pacientes sanos. Los valores de expresion de GPAT2 para cada tipo de cancer se dividieron en 3
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Expresion de GPAT2

{Log2 del nivel de expresion detectado)
~

cuartiles, de manera tal que se muestra, para cada caso, el porcentaje de muestras analizadas
con una expresién baja, moderada o alta de GPAT2 (Figura 2.1 B). Como se observa en la figura,
se puede considerar a los casos analizados de cancer de mama, melanoma, cancer de prdstata y
cancer de pulmén como “altos expresores” de GPAT2, ya que presentan un numero
estadisticamente superior de casos con alta expresiéon de GPAT2 (42%, 44%, 65% y 41% de los
casos totales, respectivamente). Por el otro lado, los casos de cancer renal, colorrectal,
hepatocelular, de células basales y leucemias (LMA y LLC) mostraron una proporcién
significativamente mas elevada de casos con una expresidon baja de GPAT2, por lo que se los
puede agrupar como “bajos expresores” de GPAT2 (55%, 47%, 64%, 67%, 47 y 51% de los casos
totales, respectivamente).

Figura 2.1. La expresion de GPAT2 fisiolégicamente es maxima en testiculo y patoldgicamente
su expresion es elevada en ciertos tipos de tumores humanos.
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Figura 2.1. Analisis in silico de la expresion de GPAT2 en tejidos normales y en tejidos tumorales humanos. En A se
muestra el analisis de expresién de GPAT2 en 393 muestras provenientes de tejidos normales humanos. En B, se
muestra la expresion de GPAT2 en distintas muestras tumorales de humano que fueron agrupadas segun su nivel de
expresién en “Bajo”, “Moderado” o “Alto”. ** p<0,01 (ANOVA y Test de Tukey). LMA: leucemia mieloide aguda; LLC:
leucemia mieloide crénica.

2.1.2. Evaluacion por inmunohistoguimica de la presencia de la proteina GPAT2 en

tejidos tumorales humanos.

Con el objetivo de comprobar la presencia de la proteina GPAT2 en uno de los tejidos
tumorales que resultd ser “alto expresor” de GPAT2, se adquirié un Tissue Microarray (TMA)
(Origene, CT565863) que incluia muestras de cancer de mama (N=36) y de tejido mamario
normal (N=6). No se detectd a GPAT2 en ninguno de los tejidos normales, mientras que un 37%
de los carcinomas resultd positivo a la presencia de esta proteina (Figura 2.2 B). En la figura 2.2
A se muestran algunas imagenes representativas del resultado de la IHQ en el TMA. Se puede
observar que la reaccién para GPAT2 se localiza a nivel citoplasmatico.

Ademas, si se tienen en cuenta las caracteristicas histopatoldgicas del tejido tumoral de
donde provienen estas muestras, se puede asociar la presencia de GPAT2 a tumores de alto
grado histolégico, es decir, hay una correlacidon positiva estadisticamente significativa entre la
presencia de GPAT2 en tumores y su grado histolégico. Como se observa en la figura 2.2 C, sélo
un 11% de los tumores de Grado I-Il (segun la Escala de Nottingham) resultaron positivos,
mientras que en aquellas muestras de Grado Il (tumores mds agresivos) un 55% de las
muestras fueron positivas para GPAT2.
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Figura 2.2. GPAT2 se detecta en cancer de mama y su presencia correlaciona con el grado
histoldgico.
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Figura 2.2. Presencia de la proteina GPAT2 en muestras de cancer de mama. En A se muestran algunas de las imagenes
obtenidas mds representativas de la IHQ sobre el TMA. Se muestra un ejemplo de tejido normal (primera columna), de
adenocarcinoma mamario positivo para GPAT2 (Adenocarcinoma mamario GPAT2 (+), segunda columna) y de
adenocarcinoma mamario negativo para la presencia de GPAT2 (Adenocarcinoma mamario GPAT2 (-), tercera
columna). Con flechas se indican las regiones citoplasmaticas positivas para GPAT2 y en la esquina inferior derecha el
aumento utilizado. Los nucleos se contratifieron con hematoxilina. Barras de escala: 50 um. En B se muestra un grafico
de barras mostrando la proporcion de casos positivos y negativos para la presencia de GPAT2. En C se muestran los
casos positivos y negativos para la presencia de GPAT2 de las muestras analizadas agrupadas seglun su grado
histopatoldgico (segun la Escala de Nottingham). La correlacidn entre la presencia de GPAT2 y el grado histoldgico es
positivo y estadisticamente significativo (*p<0,05) (Test de Fisher).

Las similitudes entre el proceso del desarrollo tumoral y el desarrollo de las células
germinales son objeto de atenciéon desde hace varios afios. Durante la espermatogénesis, las
células germinales muestran caracteristicas semejantes a las células cancerosas, por ejemplo,
las espermatogonias inmaduras mantienen su capacidad proliferativa a lo largo de toda la vida
del organismo y continuamente se diferencian a espermatocitos. Las células embrionarias del
trofoblasto también exhiben caracteristicas compartidas con las células cancerosas, en el
sentido de que son capaces de invadir y penetrar el endometrio para implantar al embridn, asi
como también proliferar vigorosamente para formar parte de la placenta [122]. Estas
observaciones derivaron en la hipdtesis de que la activacion de programas propios del tejido
embrionario o de gametas estaria dentro de las fuerzas impulsoras de la tumorigénesis. Este
concepto se fortalecié cuando se descubrieron un gran ndmero (aun hoy en aumento) de
proteinas que estan presentes sélo en células germinales masculinas, en células trofoblasticas y
tumores, los llamados CTA. Este descubrimiento reforzé la teoria de que la expresidon aberrante
de genes de la linea germinal en células cancerosas refleja la activacion de programas
gametogénicos silenciados en células somaticas y que la estimulacidn de estos programas
impulsaria el desarrollo tumoral [123]. En adultos sanos, la expresion de CTA se limita a las
células germinales masculinas, pero se puede observar su expresion ectdpica en células
tumorales de multiples tipos de cancer humanos. Las células sexuales humanas masculinas
carecen de moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad de clase-l, por lo que no
pueden presentar antigenos a las células T que, sumado a la presencia de la BTB, resulta en que
el testiculo sea un sitio de inmunoprivilegio y que los CTA sean antigenos nuevos cuando son
expresados ectdpicamente en células cancerosas, pudiendo entonces estimular la respuesta
inmune que estara estrictamente dirigida al tumor que los esta expresando [122, 124]. El
proceso tumorigénico implica la adquisicion de capacidades esenciales como el crecimiento
descontrolado, la resistencia a la apoptosis, el potencial de migrar y dividirse en sitios distantes,
la capacidad de inducir la vasculogénesis y la inestabilidad gendmica. Varios CTA se han visto
involucrados en el otorgamiento de éstas caracteristicas, lo que sugiere que estarian
directamente implicados en la tumorigénesis. Entonces, los CTA son blancos prometedores
para el tratamiento inmuno-especifico de una amplia variedad de tumores humanos [122].
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GPAT2 fue propuesta por primera vez como un CTA en el trabajo de Condomines et al., en el
cual se propone a esta proteina como un nuevo antigeno marcador por sus caracteristicas de
expresion tisular, ya que se encontré expresada diferencialmente en testiculo y en mieloma
multiple [64]. Nuestros resultados a partir de datos in silico y a partir de la IHQ en un TMA de
carcinomas mamarios confirman y refuerzan lo observado por los autores en cuanto a la
clasificaciéon de GPAT2 como un CTA basdndose en criterios de expresion tisular.

Si bien no se conoce el rol en la espermatogénesis de todos los CTA detectados, se han
descubierto las funciones de algunos de ellos en este proceso, como por ejemplo en la
regulacion de la transcripcion (como las proteinas SS18-SSX), en el alineamiento cromosdémico
(SCP1), en la apoptosis de células germinales (proteinas MAGE), espermiogénesis (OY-TES-1) y
movilidad espermatica (SP17) [59, 125]. Ademas, si bien en lo que respecta a la mayoria de los
CTA, no estd del todo esclarecido si cumplen un rol esencial en el proceso tumorigénico o si son
un producto secundario de los cambios a nivel de la cromatina (un evento clave en el proceso
de transformaciéon), como se menciond, a varios de estos genes se les ha adjudicado una
funcidn “oncogénica”. Es decir, muchos CTA se han visto involucrados en el establecimiento y/o
progresion del fenotipo tumoral [59, 122]. En el esquema de la figura 2.3 se muestran algunos
de los CTA que han demostrado estar directamente relacionados con el establecimiento de
alguna o varias caracteristicas propias de la transformacién tumoral.

Figura 2.3. Esquema de la funcidén oncogénica de algunos CTA.
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Figura 2.3. Representacion esquematica de la funcion de algunos CTA en el desarrollo de las caracteristicas propias del
fenotipo tumoral. El crecimiento celular descontrolado, la induccion de la angiogénesis, la evasion de la apoptosis, la
capacidad migratoria o metastdsica y la inestabilidad gendmica son todas caracteristicas distintivas del proceso
tumoral, en las cuales varios CTA se han visto involucrados. Esquema adaptado de Gjerstorff MF et al. [122].
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Cabe destacar que en los ultimos afios una gran cantidad de trabajos de investigacion
han vinculado a la familia de proteinas PIWI humanas con el proceso tumorigénico, ya que su
expresion aberrante en varios tipos de tumores se ha visto asociada a la presencia de algunas
de las caracteristicas fenotipicas propias de las células cancerosas. Por lo tanto, debido a su
patrén de expresion tisular, se han incluido a estas proteinas dentro del grupo de los CTA [126].
La sobreexpresién de proteinas PIWI se observd en varios tipos de cdncer (como céncer de
prostata, cervical, de colon y de mama) y en varias lineas celulares tumorales. En base a
ensayos clinicos y al estudio en estas lineas celulares, esta familia de genes se ha visto
involucrada en varios procesos promotores de la carcinogénesis. Ademas de las proteinas PIWI,
también se ha demostrado que algunos piRNAs contribuyen a la tumorigénesis [126].

Por lo tanto, se decidié evaluar si GPAT2, ademas de cumplir con el patrén de expresion
tisular de los CTA, cumpliria también alguna funcion en el desarrollo del fenotipo tumoral como
muchos de los CTA descriptos. Los resultados obtenidos se muestran en la siguiente seccion.

2.2. EVALUACION DE LA FUNCION DE GPAT2 EN LINEAS CELULARES TUMORALES
HUMANAS.

2.2.1. Seleccidn de lineas celulares tumorales humanas con alta expresion de GPAT2.

Con el objetivo de conseguir un modelo para su estudio in vitro, se analizé in silico qué
lineas celulares humanas derivadas de tumor expresan GPAT2. Para ello se utilizaron los datos
de un microarray provenientes del estudio GSE32474 (NCI-60 cancer cell line panel), en el cual
se incluyeron 59 lineas celulares humanas, provenientes de 9 tejidos tumorales distintos
(N=175). Como se observa en la figura 2.4, la expresion de GPAT2 es mdxima en las lineas
celulares MDA-MB-231 (derivada de adenocarcinoma mamario) y en las HCT116 (derivada de
carcinoma colorrectal). Ambas fueron adquiridas para su estudio.
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Figura 2.4. Expresion de GPAT2 en células humanas derivadas de tumores.
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Figura 2.4. Expresion de GPAT2 en células humanas derivadas de tumores. Se analizo la presencia del ARNm de GPAT2
en 175 muestras provenientes de 59 lineas celulares humanas derivadas de 9 tejidos distintos. Se adquirieron las lineas
celulares que mas expresan GPAT2: MDA-MB-231 y HCT116 (recuadro rojo).

2.2.2. Puesta a punto del silenciamiento de GPAT2.

Con el objetivo de silenciar la expresion de GPAT2 en las lineas celulares MDA-MB-231 y
HCT-116, se adquirieron cuatro vectores de silenciamiento, portando un shRNA contra distintas
variantes transcripcionales de GPAT2 (sh-GPAT2) y un vector que porta una secuencia scramble
(SCR). Para chequear cudl de ellos silenciaba mejor la expresién de GPAT2, se cotransfectaron
células HEK 293 con un vector comercial que expresa GPAT2 de humano regulado por el
promotor del citomegalovirus (True ORF, Origene) y el vector de silenciamiento
correspondiente o el vector SCR. A las 48 horas se extrajo el ARN y se midid por gqPCR el nivel de
expresion de GPAT2 de cada transfeccidn. En la figura 2.5 A se muestra que el vector que mas
eficientemente silenciéd GPAT2 fue el SH1, siendo la expresion en esas células un 80% mas baja
en comparacion con las células cotransfectadas con el vector SCR. Con este vector y el SCR se
continud trabajando para silenciar a GPAT2 en las lineas MDA-MB-231 y HCT-116. Para ello se
transfectaron estas lineas el vector SH1 o el SCR y dos dias después se comenzaron a
seleccionar con puromicina a las células que portaban el vector, para asi lograr una linea de
expresion estable. Una vez alcanzado un 80 % o mas de células con fluorescencia verde
(indicativo del éxito de la transfeccion y de expresién del shRNA o del trascripto SCR a partir del
vector), se extrajo el ARN tanto de las MDA-MB-231 con el vector SH1-GPAT2 como con el
vector SCR (a partir de ahora, MDA-SH o MDA-SCR), como también de las HCT-116 con SH1-
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Expresion relativa de GPAT2

GPAT2 o con SCR (a partir de ahora, HCT-SH o HCT-SCR) y se analizé6 por qPCR el nivel de
expresion de GPAT2 (Figura 2.5 By C). Como se observa en la figura 2.5, el nivel de expresion de
GPAT2 se redujo significativamente en las MDA-SH y en las HCT-SH en comparacién con sus
respectivos controles SCR. Entonces, debido a que el silenciamiento fue exitoso, se continué
trabajando con éstas lineas estables para evaluar el efecto fenotipico del silenciamiento de
GPAT2. El nivel de silenciamiento se monitoreé mensualmente por gPCR.

Figura 2.5. Puesta a punto del silenciamiento de GPAT2 en células tumorales de humano.
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Figura 2.5. Puesta a punto del silenciamiento de GPAT2 en células 5 o8
tumorales de humano. En A se cotransfectaron células HEK 293 con @ ’ ok
el vector que expresa GPAT2 y con uno de los que silencia GPAT2 é 0.6 7
en cada caso. En By C se muestra el nivel de expresion de GPAT2 * 04 L
para cada linea celular tanto para la linea wild type (MDA-MB-231y 0.2 : :
HCT-116) como para la lineas estables MDA-SH, MDA-SCR, HCT-SH HCT-116 HCT-3CR HCT-3H

y HCT-SCR. (ANOVA vy test de Tukey) ** p<0,01. Estos experimentos
se realizaron dos veces, por duplicado. Se usé a BACTNA como gen
housekeeping. El nivel de silenciamiento se monitored
mensualmente por aPCR.
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2.2.3. Experimentos in vitro.

2.2.3.1. Efecto del silenciamiento de GPATZ2 en la supervivencia y proliferacion celular.

Con el objetivo de determinar si la expresion de GPAT2 aumenta la tasa de proliferacion
celular, una de las caracteristicas de las células tumorales, se midié la viabilidad celular por
medio del ensayo de MTT cada 24 horas por tres dias, pudiendo asi estimar la tasa de
proliferacion y/o de supervivencia de las cuatro lineas estables (MDA-SH, MDA-SCR, HCT-SH y
HCT-SCR). Como se observa en la figura 2.6, en el caso de las células MDA-SH y HCT-SH la tasa
de proliferacion (y/o viabilidad) disminuye con respecto a los controles correspondientes (MDA-
SCR y HCT-SCR). Al cabo de los tres dias, tanto para MDA-SH como para HCT-SH se detectaron
menos de la mitad de células viables con respecto a sus respectivos controles. Por lo tanto,
como aquellas células con una expresion de GPAT2 disminuida estan proliferando mas
lentamente que los controles, se puede afirmar que una expresion elevada de GPAT2 aumenta
la tasa de proliferacion celular.

Figura 2.6. El silenciamiento de GPAT2 disminuye la tasa de proliferacidon celular en células

tumorales.
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Figura 2.6. El silenciamiento de GPAT2 disminuye la tasa de proliferacion celular. Se midio la tasa de proliferacion con el
método de MTT en MDA-SH y HCT-SH y sus respectivos controles, MDA-SCR y HCT-SH. Cada medida se realizd por
cuadruplicado. Los resultados representan la media + DE de las réplicas de tres experimentos independientes. * p<0,05
y ¥** p<0,001 (Prueba t de Student).

2.2.3.2. Efecto del silenciamiento de GPAT2 sobre el crecimiento independiente de

anclaje y cerrado de la herida.

Las células tumorales tienen la habilidad de crecer independientemente de una
superficie solida y el ensayo de formaciéon de colonias en agar blando es un método bien
estandarizado para la caracterizacion de esta capacidad in vitro y se considera que es una de las
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pruebas mas rigurosas para evaluar la transformacion maligna de células. Este ensayo se llevd a
cabo con las lineas celulares MDA-SH y MDA-SCR y al cabo de dos semanas se contaron el
numero de colonias en cada caso. Como se observa en la figura 2.7 A, el nimero de colonias
formadas por MDA-SH fue un 10 % de las formadas en el caso de las MDA-SCR. Entonces, se
puede concluir que el silenciamiento de GPAT2 disminuye la tumorigenicidad in vitro ya que la
linea estable MDA-SH posee una tasa de crecimiento independiente de anclaje
significativamente mas baja que el control MDA-SCR.

El ensayo del “cerrado de la herida” es otro experimento que permite analizar la
capacidad tumorigénica de una linea celular o, mds especificamente, su capacidad migratoria y
de establecimiento de interacciones celulares. Estos experimentos se realizaron también en
MDA-SH y MDA-SCR, midiendo el porcentaje de cerrado de la “herida” cada 2, 6 y 8 horas.
Como se observa en la figura 2.7 B, el cerrado de la “herida” fue mas rdpido en MDA-SCR que
en MDA-SH: a las 6 horas el cerrado de la herida en el caso de la linea celular MDA-SH fue del
43 %, mientras que en el caso de las MDA-SCR del 68 % y a las 8 horas del 52 % y 88 %
respectivamente. Por lo tanto, el silenciamiento de GPAT2 reduce la capacidad migratoria in
vitro.

Figura 2.7. El silenciamiento de GPAT2 disminuye la tumorigenicidad y la capacidad migratoria
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Figura 2.7. Efecto del silenciamiento de GPAT2 en el crecimiento independiente de anclaje y en la capacidad migratoria
de células en cultivo. En A se muestra el crecimiento de colonias en agar blando para MDA-SCR y para MDA-SH al cabo
de 14 dias (Prueba t de Student, *** p<0,001). En B se muestra el cerrado de la “herida” para MDA-SH y MDA-SCR a las
2, 6 y 8 horas (Prueba t de Student, * p<0,05). Cada medida se realizd por triplicado. En cada caso, se muestra el
resultado de los promedios * DE de las réplicas de dos experimentos independientes.
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2.2.4. Experimentos in vivo. Xenoinjertos en ratones nude.

Con el objetivo de estudiar el efecto del silenciamiento de GPAT2 en la tumorigenicidad
in vivo, se evalud la capacidad de desarrollar tumor de las lineas celulares transformadas MDA-
SCR y MDA-SH en ratones hembra nude. Para ello se separaron en grupos de 5 ratones cada
uno y se inocularon con células MDA-SCR (grupo SCR), células MDA-SH (grupo SH) o con el
medio de cultivo estéril sin células (grupo control). Al cabo de un mes posterior a la inoculacién,
comenzé el crecimiento tumoral en el 20% de los ratones del grupo SCR y al cabo de 2 meses el
100% (5/5) de los ratones de este grupo habia desarrollado tumor. Durante los tres meses
posteriores a la inoculacidén, no se registré crecimiento tumoral en el grupo SH (0/5). En
consecuencia, se puede afirmar que el silenciamiento de GPAT2 reduce drasticamente la
capacidad tumorigénica in vivo de la linea celular MDA-MB-231. En la figura 2.8 se muestra una
foto representativa de los tumores desarrollados en el grupo SCR y se grafica el crecimiento
tumoral en los ratones de este grupo.

Figura 2.8. El silenciamiento de GPAT2 disminuye en la tumorigenicidad in vivo.
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Figura 2.8. El silenciamiento de GPAT2 disminuye la tumorigenicidad in vivo. En A se muestra una foto de los 5 ratones
del grupo SCR al momento del sacrificio. En todos los ratones de este grupo hubo desarrollo de tumor. En B se muestra
la curva de crecimiento tumoral promedio del grupo SCR y la ventana de tiempo desde que el primer ratén desarrolld
tumor hasta el ultimo. No se registré desarrollo de tumoral en el grupo SH.

El silenciamiento de GPAT2 disminuyd la tasa de proliferacion de las lineas celulares
estables MDA-SH y HCT-SH en comparacion con sus respectivos controles (MDA-SCR y HCT-
SCR); redujo la capacidad migratoria y la tumorigénesis in vitro y disminuyé la tumorigenicidad
in vivo. Estos resultados demuestran que el silenciamiento de GPAT2 atenua las
caracteristicas fenotipicas tumorales tipicas de las lineas celulares estudiadas. Entonces, se
puede concluir que la presencia de GPAT2 influye de manera determinante en la capacidad
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tumorigénica, contribuyendo en aspectos claves de las células tumorales, como lo son la
proliferacidon, la migracion y la invasidon. Experimentos que permitan analizar el perfil de
expresion génica de estas lineas estables con GPAT2 silenciada son necesarios para proponer el
mecanismo mediante el cual GPAT2 influiria en estos procesos. Ademas, para terminar de
confirmar la clasificacion de GPAT2 dentro del grupo de los CTA habria que confirmar su
capacidad antigénica. Sin embargo, teniendo en cuenta los resultados presentados se tiene
suficiente evidencia como para que GPAT2 pueda ser considerada un blanco muy interesante
en la clinica para el tratamiento tumoral dirigido.

2.3. REGULACION DE LA TRANSCRIPCION DE GPAT2 DE HUMANO.

2.3.1. Regulacion epigenética de GPAT2 humana: resultados in silico.

Andlogamente a lo estudiado para Gpat2 de ratdn y teniendo en cuenta su posible
clasificaciéon como CTA, se realizé una busqueda bioinformatica para determinar si la expresién
de GPAT2 humana también podria estar regulada epigenéticamente (principal mecanismo de
regulacion transcripcional de CTAs). Mediante el uso de la herramienta Epigenomics, de NCBI se
busco la presencia de Islas CpG en la regidn circundante al primer exdn de este gen. En la figura
2.9 se muestra una captura de pantalla mostrando el resultado de dicha busqueda: se
encontraron dos Islas CpG en esta zona.

Figura 2.9. Presencia de Islas CpG circundando al primer exén de GPAT2 de humano.
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Por lo tanto, se disefaron varios pares primers usando el sitio web Methprimer para

analizar el estado de metilacién de las Islas CpG de GPAT2 en células derivadas de humano. En

la figura 2.10 se muestra el resultado obtenido para el andlisis de la regidn circundante al inicio
de la transcripcién de GPAT2. En este caso, el programa detecta una gran Isla CpG (de 860 pb,
de -346 a +514), en lugar de dos como lo hace Epigenomics. Los pares de primers F1-R1 y F5-R5
(y algunas variantes, ver Figura 2.10) fueron adquiridos para analizar las dos regiones que éstos

flanquean dentro de dicha gran Isla CpG para determinar el estado de metilacion de las C de los

pares CG, en lineas celulares humanas con una expresion basal elevada o baja GPAT2 (ver

seccion 2.3.2). A partir de ahora, esas dos regiones que delimitan los pares de primers F1-R1y

F5-R5 se llamardan “Isla CpG 2” e “Isla CpG 1”, respectivamente, por su ubicacion relativa con

respecto al inicio de la transcripcién (ver mds adelante en figura 2.13).

Figura 2.10. Analisis de la Isla CpG De GPAT2 por el sitio MethPrimer.
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Ademas, haciendo uso de la aplicacion Geo Profiles de NCBI e introduciendo las palabras
clave “GPAT2 Homo sapiens methylation” se obtuvieron varios resultados que indican que la
expresion de GPAT2 estaria regulada por el estado de metilacién de sus Islas CpG. Los
resultados que se muestran en la figura 2.11 corresponden a tratamientos de células en cultivo
con el inhibidor de la metilacién DAC y con el inhibidor de la desacetilacién TSA. Se observa que
la administracion de DAC aumenta la expresion de GPAT2 en aquellas lineas celulares con bajos
niveles basales de expresion de este gen.

Figura 2.11. Resultados in silico de experimentos que evidencian la influencia de la epigenética
en la regulacion de GPAT2 de humano.
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2.3.2. Regulacion epigenética de GPAT2 humana: resultados in vitro.

Para determinar experimentalmente el efecto de la metilacidén en la expresién de GPAT2
humana, se incubaron 4 lineas celulares derivadas de humano con el inhibidor de la metilacion
DAC durante 4 dias y luego se midié por gPCR el nivel de expresién de GPATZ2. Se utilizaron 2
lineas tumorales con baja expresion basal de GPAT2 (HelLa y MCF7), una linea embrionaria de
baja expresion basal de GPAT2 (HEK 293) y una linea tumoral con alta expresion basal de GPAT2
(MDA-MB-231) (Figura 2.12 A). Como se observa en la figuras 2.12 B, C, D y E, la expresion de
GPAT2 aumentd abruptamente después del tratamiento con DAC en aquellas lineas que no
expresaban este gen basalmente de manera significativa. En la linea celular MDA-MB-231 no
hay diferencias significativas en el nivel de expresiéon de GPAT2 antes y después del
tratamiento. Ademads se probd si la presencia del inhibidor de la desacetilacién TSA afectaba la
expresion de GPAT2 de manera aislada o en combinacidn con el DAC. A diferencia de lo
observado in silico (Figura 2.11 B) y en la linea celular derivada de raton RAW 264.7 (Figura
1.16), la expresiéon de GPAT2 no se modificé por el agregado de TSA tanto en MDA-MB-231
como en el resto de las células en presencia o en ausencia de DAC. En la figuras 2.12 Fy G se
muestran los resultados obtenidos frente al agregado de TSA para las lineas celulares MDA-MB-
231y MCF7.

Figura 2.12. La expresion de GPAT2 esta regulada por metilacidén. Experimentos in vitro.

A 40 - B
35 10 4
g o MDA-MB-231
o 30 | =L
(U] o g8
v (U]
- 25 [
pus -
2 T 6 -
" 20 2
] o
c 15 - 2 a2
© =
@ o
- %]
= 10 v 2
% =1
(NE)
5 - ]
i} 0 .
o — T T 5 Control DAC
HEK 293 Hela MCF7 MDA-MB-231 &
D E
HEK 293 160 2 MCF7
o Hela - o
74
% 140 £ 20 * %k
S o 120 P
-= =]
100 © 15 - R
h: 2 555555550,
= 1999900999,
E &0 5 o
o 2 10 - 995995955,
60 - = S
£ =] 99499449,
< 3 S
w
8 5 %1 S5t
S 20 - = 1595955959,
999299207,
sl & o - : 0 v : 1GE004045%
Control DAC Control DAC Control DAC

102



RESULTADOS ¥ DISCUSION

-

Expresion relativa de GPAT2

G
5 -
is MDA-MB-231 o 16 pb MCF7
r B ]
4 g 147 ]
35 - 5 12 - C
3 - T 10 -
o>
25 - £ 8
2 E 6 -
15 - . _ £
1- =
Q
05 - 5 27 a a
0 | | | U)j 0 T T T
Control DAC TSA DAC + TSA Control DAC TSA DAC+TSA

Figura 2.12. Experimentos in vitro que evidencian la regulacion epigenética de GPAT2 por metilacidn. En A se muestra la
expresion relativa basal de GPAT2 de las 4 lineas de humano utilizadas en los experimentos de incubacion con DAC y
TSA. En B, C, D y E se muestra la expresion de GPAT2 de cada linea celular en presencia (DAC) o ausencia (Control,
DMSO) de DAC. Cada experimento se realizd dos veces por triplicado, incubando a las células por 96 horas con DAC
(2uM) o con volimenes equivalentes de DMSO (Control). Se midid la expresion de GPAT2 por qPCR, usando BACTINA
como gen de referencia. ** p< 0,01 (Prueba t de Student). Ademas, se probd si el TSA actuaba sinérgicamente con DAC
(F y G). Se muestran dos de los 4 resultados obtenidos (para MDA-MB-231 y MCF7) que evidencian la ausencia de
sinergia entre DAC y TSA (500 nM) en lineas celulares de humano. Mismas letras indican igualdad estadistica (ANOVA y
test de Tukey).

Entonces, con la evidencia reunida a partir de los resultados in silico e in vitro, se decidio
estudiar el estado de metilacion de las Islas CpG de GPAT2 de las lineas celulares antes
mencionadas para confirmar si el grado de metilacion de las mismas determina o no la
expresion basal de GPAT2. Luego de tratar al ADN genédmico de cada linea celular con bisulfito
de sodio y haciendo uso de los pares de primers F1-R1 y F5-R5, se amplificaron por PCR las dos
regiones de interés comprendidas en la gran Isla CpG detectada por el sitio Methprimer,
llamadas “Isla CpG 2” e “Isla CpG 1”, respectivamente. En la figura 2.13 A se muestra un
esquema de la region analizada circundante al inicio de la transcripcion y la ubicacién relativa
de las dos Islas CpG. El estado de metilacion para la linea celular MDA-MB-231 en la “Isla CpG
2” fue el mas bajo de todos, en la cual el porcentaje de metilacion total fue del 27 % (Figura
2.13 B). Esto correlaciona con el hecho de que sea la linea celular que mas expresa GPAT2. Para
la “Isla CpG 1” no se encontraron diferencias significativas entre las 4 lineas celulares.

Ademas, se clond la regidon promotora y parte del primer intron de GPAT2 de humano
que contiene a la gran Isla CpG detectada en el vector pGL3-BV que posee el gen de luciferasa
como gen reportero y se metilé in vitro. Luego, éste y el control (mismo tratamiento pero sin la
enzima Sss |) se co-transfectaron cada uno con el control interno pRL-TK en la linea celular HEK
293 y al cabo de 48 horas de midid la luminiscencia de luciferasa y se normalizé a la del control
PRL-TK (Figura 2.14). Se observa que la metilacion afecta negativamente y de forma
significativa la actividad del promotor de GPAT2.
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Figura 2.13. Andlisis del estado de metilacién de la regién circundante al promotor de GPAT2 in vitro.
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Figura 2.13. Andlisis del estado de metilacidon de la
region circundante al primer exdn de GPAT2. Se extrajo
ADN de las lineas celulares MDA-MB-231, MCF7, Hela
y HEK 293, se tratd con bisulfito de sodio, por PCR se
amplificaron las Islas CpG y se secuenciaron. En A se
muestra para cada una la proporcion promedio de
metilacidn de esa posicién entre todos los clones. Cada
circulo representa un par CG, un circulo negro
completo indica 100 % de metilacion de esa posicion,
un circulo blanco indica 0 % de metilacion vy circulos
parcialmente pintados indican proporciones
intermedias de metilacion. Por encima se muestra un
esquema de la regidon promotora analizada y la
ubicacion de los pares CG. TSS: sitio de inicio de la
transcripcion. En B se muestra el porcentaje de
metilacidon total para la Isla CpG 2 para cada linea

celular. *** p<0,001 (Test de Fisher)
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Figura 2.14. La metilacion de la regidn circundante al sitio de inicio de la transcripcion de GPAT2
disminuye la actividad de su promotor.
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Varios trabajos de investigacion han demostrado que la expresion aberrante de CTAs en
células tumorales esta mediada en gran parte por alteraciones en la metilacion del ADN [125].
Esto nos motivd a buscar resultados in silico que demostraran que la expresion de GPAT2
también podria estar regulada por estos mecanismos en humano y se encontrd evidencia
suficiente de una posible regulacion de GPAT2 por metilacidn de la regidn circundante al primer
exon. Entonces, se procedid a estudiar el efecto de DAC (y TSA) en cuatro lineas celulares: una
con alta expresién de GPAT2 (MDA-MB-231) y otras tres con baja expresion basal de GPAT2
(HEK293, MCF7 y Hela). La expresion de GPAT2 aumentd significativamente luego del
tratamiento con DAC en aquellas lineas celulares que presentaban una baja expresion basal
de este gen, aunque no se observaron diferencias en la expresion de GPAT2 en las células
tratadas con DAC y DAC+TSA o con TSA sdlo y el Control, lo que indicaria que para la isoforma
humana la desacetilacion de H es un mecanismo menos importante en la regulaciéon de su
transcripcion. Por el contrario, la expresion de GPAT2 en MDA-MB-231 no se vio afectada por
el tratamiento con estas drogas. Por lo tanto se podria plantear que la expresion de GPAT2 no
varia en MDA-MB-231 en presencia de DAC ya que su promotor se encuentra previamente
hipometilado. Para corroborar esta hipdtesis, se estudid el estado de metilacion de las C en las
dos Islas CpG encontradas en la region circundante al inicio de la transcripcion de GPAT2. La
linea celular MDA-MB-231 presenta el minimo grado de metilacion en esta regidon, lo que
explicaria en parte por qué no se observan cambios en la expresion de GPAT2 cuando se usa
DAC y la elevada tasa de expresion basal del gen. Ademas observamos que la metilacion del
promotor in vitro disminuye significativamente su actividad. En conclusiéon, los resultados
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expuestos, obtenidos in silico e in vitro, indican una fuerte relacion entre el estado de
metilacidon de la regidn circundante al promotor de GPAT2 y su nivel de expresidn, siendo
éste mayor cuando dicha regién analizada se encuentra hipometilada.

Por lo tanto, el hecho de que GPAT2 esté regulado epigenéticamente por metilacion de
sus Islas CpG es un indicio mas que reforzaria la hipdtesis de que se trata de un integrante de
la familia de los CTA, ya que es un mecanismo regulatorio comun para este grupo de genes.
Estudios en biopsias de tumores humanos que expresen o no GPAT2 con el objetivo de
determinar el estado de metilacion de las Islas CpG encontradas serdn de utilidad para poder
establecer si éste es el mecanismo epigenético que estd operando in vivo, regulando la
expresion aberrante de GPAT2 en los mismos.
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CONCLUSIONES

Gpat2 se expresa en espermatocitos en paquiteno y su perfil de expresion pre y
posnatal en raton coincide con el de Mili (Piwil2), lo que correlaciona y fortalece el
hallazgo de que sea una proteina de importancia en la biogénesis de piRNAs. Este
trabajo de tesis aportdé informacidon de importancia para validar la hipotesis de que
GPAT2 cumple algun otro rol en el metabolismo celular que el de aciltransferasa,
contribuyendo y enriqueciendo el descubrimiento de que esta isoforma sea importante
en la biogénesis de los piRNAs.

La expresion de Gpat2 de raton esta regulada a nivel epigenético y por acido retinoico.
Tanto la presencia de RA, como la desacetilacion de H y la desmetilacion de su Isla CpG,
aumentaron la expresidon de Gpat2 in vitro e in vivo en el Ultimo caso. Varios trabajos
han demostrado que estos mecanismos pueden actuar de forma coordinada para la
regular la transcripcion génica, por lo que se propone que Gpat2 esté regulado in vivo
por la accién conjunta de estos procesos.

GPAT2 es una proteina de importancia en la espermatogénesis, ya que el
silenciamiento de Gpat2 in vivo afecta al proceso espermatogénico. Una posible
explicacion para este hecho es que el silenciamiento de Gpat2 afecte la actividad
conjunta con MILI, lo que alteraria la biogénesis de los piRNA de paquiteno.

La isoforma GPAT2 humana se expresa en altos niveles en lineas celulares humanas
derivadas de tumor y en ciertos tipos de tumores humanos y su expresion influye en el
desarrollo del fenotipo tumoral. Esto refuerza ain mds la hipdtesis de que esta proteina
deba estar incluida dentro de la familia de CTA, ya que en general estos genes cumplen
alguna funcién de importancia en el proceso de transformacion tumoral.

Un mecanismo de importancia para explicar la expresion de GPAT2 en células
tumorales es la hipometilacion de la region circundante al primer exon. La principal
causa de expresion ectdpica de CTA en tejidos diferentes al testiculo es el cambio en la
metilacion de las Islas CpG que se encuentren regulando la transcripcién del gen. Por lo
tanto, este hallazgo refuerza ain mas la incorporacidon de GPAT2 al grupo de los CTAs y
la vuelve una proteina interesante en clinica para el tratamiento inmunodirigido contra
el cancer.
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ANEXO 1

ANEXO 1

COMPOSICION DE BUFFERS Y SOLUCIONES

Buffer de corrida (WB): 0,025 M Tris; 0,192 M Glicina; 0,1 % SDS; pH 8.3.

Buffer de siembra para ADN 6X: Glicerol 50% v/v; buffer TAE 1 X; Azul de Bromofenol 1% p/v;
xilenocianol 1% p/v.

Buffer de siembra para ARN 6X: 50% v/v glicerol; EDTA 1 mM; Azul de Bromofenol 0,25% p/v;
xilenocianol 0,25% p/v.

Buffer de transferencia (WB): Tris-HCl 125 mM; glicina 0,1 M; metanol 20%.
Buffer de transformacion (BT): MnCl, 55 mM; CaCl, 15 mM; KCI 250 mM; HEPES 0,01 M; pH 6,7.
Buffer fosfato salino (PBS): fosfato de sodio 10 mM; NaCl 150 mM; pH 7,4.

Buffer fosfato salino con Tween (PBS-T): fosfato de sodio 10 mM; NaCl 150 mM; Tween 0,005 %
v/v; pH 7,4.

Buffer H: HEPES-KOH 10 mM; sacarosa 0,25 M; EDTA 1 mM; DTT 1 mM; pH 7,4.

Buffer muestra 4X (WB): 1 ml Tris-HCI pH 6,8 0,5 M; 0,8 ml glicerol; 1,6 ml SDS 10 %; 0,4 ml B-
mercaptoetanol; 0,2 ml azul de Bromofenol 0,002 %.

Buffer TAE 1 X: Tris 0,04 M; Na.Acetato.3H,0 0,02 M; EDTA-Na,.2H,0 1 mM; pH: 7,2.
Buffer TBE: Tris 0,05 M; Acido Bérico 0,05 M; EDTA-Na,.2H,0 1 mM.

Lisozima (10 mg/ml): 100 mg Lisozima; 10 ml de glicerol al 10 % en agua MiliQ.

Medio Luria Bertani (LB): triptona (Britania) 10 gr/L; extracto de levadura (Britania) 5 gr/L; NaCl10
gr/L.

Medio SOB: triptona (Britania) 2% p/v; extracto de levadura 0,5% (Britania); NaCl 10 mM; KCl 2,5
mM; MgCl, 10 mM; MgS0O,4 10 mM.

Medio SOC: peptona 20 gr/L; extracto de levadura 5 gr/L; NaCl 0,584 gr/L; KCI 0,186 gr/L; glucosa
20 mM; pH 7,0.

Solucién de CaCl, (2 M): 87,6 grs CaCl,.6H,0; 200 ml de agua destilada. Esterilizar por filtracion y
conservar a4 °C.

Solucion de HEPES 2X: 8 grs NaCl; 0,2 grs Na,HPO,.7H20; 6,5 g HEPES. Llevar a pH 7,0 y agregar
agua destilada hasta 500 ml. Alicuotar y conservar a -20 °C.

Solucién | (maxiprep): glucosa 50 mM; Tris 25 mM pH 8,0; EDTA 10 mM; pH 8.0.

Solucidn Il (maxiprep): NaOH 0.2 M; SDS 1%.

Solucidn Ill (maxiprep): acetato de potasio 3M; acido acético glacial 11,5 ml; agua 28,5 ml; pH 5,5.
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