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Resumen

Las proteinas INK4 (pl16INK4a, p1l5INK4b, p18INK4c, y p1l9INK4d) componen
una familia de inhibidores de quinasas dependientes de ciclinas (CDKs) que
funcionan en la fase G1 bloqueando la actividad de las quinasas CDK4 y CDK®6.
Mientras que comparten similitudes en sus estructuras formadas por repeticiones
de motivos ankirina, estas proteinas difieren en sus patrones de expresién durante
el desarrollo y en el adulto. Mas alla de la aparente redundancia de su funcion en el
control del ciclo celular, algunos de sus miembros han sido involucrados en

distintos procesos tales como diferenciacién, senescencia y supresion tumoral.

En este trabajo demostramos que pl9INK4d es inducido por radiacion UV en
diferentes tipos celulares (células de Leydig MA-10, cultivos primarios de células de
Leydig, BHK-21 y WI-38) y que la induccion es especifica de este miembro de la
familia. Planteamos que la inducciéon podria implicar una posible participacién de
pl9INK4d en la reparacién del ADN. Mediante diversas estrategias, establecimos
gue pl9INK4d efectivamente tiene una funciéon en este proceso. Ademas, frente a
dafio genotoxico la disminucion en los niveles de p19INK4d aument6 el nimero de
aberraciones cromosomicas, concluyendo que la actividad de pl9INK4d afecta el
mantenimiento de la integridad del genoma. Sumado a esto, las células con niveles
reducidos de pl9INK4d resultaron con menor capacidad de sobrevivir al

tratamiento con radiacién UV.

En respuesta al dafio al ADN se encienden una serie de cascadas de sefales
gue involucran diversas proteinas quinasas. Estas quinasas activan a su vez
diferentes sustratos efectores de la respuesta conduciendo a la reparacién, o no,
del dafio. Habiendo descripto una funciéon de pl9 en este proceso el siguiente
objetivo consistié en estudiar si pl9 formaba parte de este grupo de proteinas
efectoras fosforiladas frente al dafio. Encontramos que pl9 es fosforilada por
agentes que inducen diferentes tipos de dafio (radiacion UV, péptido B-amiloide y
cisplatino). Identificamos dos sitios de fosforilacidon, serina 76 y treonina 141, los
cuales son fosforilados en forma secuencial. Los resultados sefialan a CDK2 y CDK5
como responsables de la fosforilacion en serina 76 y a PKA en treonina 141. La
fosforilacién de ambos sitios ocurre en el citoplasma y la serina 76 es necesaria

para la translocacion de p19 al ndcleo en esta respuesta.

Evaluamos luego la relevancia fisiolégica de la fosforilacion en estos sitios.
Encontramos que tanto la serina 76 como la treonina 141 son estrictamente

necesarias para la funcién de p19 en la reparacion del ADN. Sin embargo, mutantes



en estos sitios incapaces de ser fosforiladas, mantienen la misma capacidad de
inhibir la proliferacién del ciclo celular cuando son sobreexpresadas. Esto sefiala
gue existe una independencia en la funcién de reparacién respecto de la funcién
inhibitoria de CDK4/CDKB6.

Por dltimo, iniciamos el estudio referido a las posibles proteinas que
interactian con pl9INK4d relacionadas a la funcion de reparacion del ADN.
Describimos seis interactores encontrados por analisis de doble hibrido en
levaduras que resultan de particular interés porque presentan funciones en
procesos comunes a pl9INK4d. Estos posibles interactores participan en la
reparacion del ADN, en la remodelacién de la cromatina y en la regulacién de

factores de transcripcidon del ciclo celular y la apoptosis.

En vista de la participacion de pl9INK4d en respuesta a diversos agentes
genotéxicos, que activan distintos mecanismos de reparacion, postulamos que
pl9INK4d actuaria en la reparacién del ADN especificamente en una etapa
temprana de la respuesta celular al dafio al ADN. El andlisis de los potenciales
interactores de pl9INK4d, luego de la injuria genotdxica, permite sugerir la
participacién de esta proteina en los complejos remodeladores de la cromatina
necesarios para permitir el acceso de las maquinarias de reparacién en los sitios de

dafio.

Palabras clave: Ciclo Celular - pl9INK4d - Respuesta al Dafio al ADN -

Reparacion del ADN — Fosforilacion.



Abstract

INK4 proteins are members of a family of cyclin-dependent kinase (CDK)
inhibitors that function in G1 to block the activity of CDK4 and CDK6. While they
share clear structural similarities, numerous studies have shown that INK4 proteins
differ in their expression patterns during development and in the adult, and have

differing roles in differentiation, senescence and tumor suppression.

We demonstrated that pl9INK4d is induced in response to UV radiation in
different cell types (Leydig MA-10 cell line, primary Leydig cell culture, BHK-21 y
WI1-38) and that this induction is specific of this family member. We hypothesized
that this fact could be related to a role of pl19INK4d in DNA repair. Taking
advantage of diverse strategies, we found that p19INK4d effectively participates in
this process. Adding to this, diminished p19INK4d levels when cells are exposed to
genotoxics leads to an increase in the number of chromosomal aberrations. From
these facts we concluded that p19INK4d influences the maintenance of genome
integrity. Furthermore, cells with reduced p19 expression resulted in a significant

decrease of the survival rate upon UV damage.

In DNA damage response different pathways are triggered involving the activity
of protein kinases. These kinases in turn activate diverse substrates that act as
effectors of the response leading or not to DNA repair. Having described a function
of p19INK4d in this process, the next aim leaded the study to analize whether
pl9INK4d is part of the effector proteins phosphorylated after DNA damage. We
found out that pl9 is phosphorylated by treatment with agents which induce
different types of DNA damage (UV light, B-amyloid peptide and cisplatin). We
identified two phosphorylation sites, serine 76 and threonine 141, which are
sequentially phosphorylated. Our results pointed out CDK2 and CDK5 as
responsible kinases to act on serine 76 and PKA as the one acting on threonine
141. Both sites are phosphorylated in the cytoplasmic space but only serine 76 is

required for p19I1NK4d translocation to the nucleus in this response.

We investigate the physiological relevance of the phosphorylation process in
these sites. We showed that serine 76 and threonine 141 are strictly necessary for
pl9 function in DNA repair. However, those mutants of pl9 not able to be
phosphorylated have full capacity for inhibiting cell proliferation when they are

overexpressed. This fact indicates the independence of p19INK4d functions.

Lastly, we began the study related to potential proteins interacting with

pl9INK4d linked to DNA repair. We described six interactors found by a yeast two



hybrid screening which appear particularly interesting because they have functions
in common processes to p19INK4d. These interactors participate in processes such
as: DNA repair, chromatin remodelling and regulation of transcription factors of the

cell cycle and apoptosis.

Taking into account p19INK4d participation in response to diverse genotoxic
agents which activate different DNA repair mechanisms, we finally raised the
hypothesis that p19 would be taking part in an early step in DNA damage response,
specifically in DNA repair. The analysis of potential p19INK4d interactors, after
genotoxic injury, suggests that this protein could play a role as a member of
chromatin - remodeling complexes necessary for the accessibility of DNA repair

machineries to DNA damaged sites.

Keywords: Cell Cycle - pl9INK4d - DNA Damage Response - DNA repair -
Phosphorylation
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INTRODUCCION

1. Ciclo Celular

La funcion principal del ciclo celular es duplicar con exactitud el ADN de los
cromosomas y luego dividir las copias en dos células hijas idénticas. El ciclo celular
esta dividido en cuatro fases: G1, S, G2 y M. Durante dos de estas fases, las células
ejecutan los dos eventos mas importantes de la division celular: la generacién de una
copia confiable de su material genético (fase S) y la distribucién de todos los
componentes celulares entre dos células hijas idénticas (fase M). Las otras dos fases
del ciclo (Gl y G2) representan periodos “gap” durante los cuales las células se
preparan para completar con éxito las fases S y M, respectivamente (Malumbres and
Barbacid, 2001); (Norbury and Nurse, 1992).

Las células en cultivo, al iniciar una nueva ronda de division, pasan por un periodo
de dependencia de factores mitogénicos necesarios para promover la division celular.
A medida que el ciclo progresa esta dependencia desaparece y las células se
encuentran comprometidas a concluir el ciclo iniciado independientemente de la
presencia de factores externos (Pardee, 1974; Pardee, 1989). Esta transicion se
denomina Punto de Restriccion o punto Ry es cominmente utilizado para dividir las
fases G1 temprana y G1 tardia del ciclo celular (Malumbres and Barbacid, 2001). El
punto R determina una situacion de no-retorno, si los mitégenos son removidos del
medio antes de este momento las células retornan al estado de quiescencia o GO, si la
remocidn ocurre una vez alcanzado este punto la progresién del ciclo celular no se ve
afectada (Kondo et al., 2001). En el estado GO, las células detienen la division celular
aunque mantienen un metabolismo activo y, ante un estimulo adecuado, abandonan el

estado GO y entran a la fase G1 reiniciando el ciclo proliferativo (Kondo et al., 1999).

El ciclo celular mit6tico se modifica hacia un ciclo meidtico durante la formacion de
las gametas, llevando a la reduccion del nimero de cromosomas, esencial para la
reproduccion sexual, y al aumento en la variabilidad genética, sustrato de la evolucién
por seleccién natural y por deriva génica (Nurse, 2000). Por lo tanto, el ciclo celular
juega un rol central en la concrecién y el desarrollo de toda la vida, y asegura su

continuidad a través de las generaciones.

1.1 Regulacioén del ciclo celular

El pasaje de una a otra fase del ciclo se encuentra estrictamente controlado por
una gran cantidad de proteinas involucradas en regular tanto positiva como

negativamente la progresidon del ciclo celular. El control riguroso que ejercen o es
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ejercido sobre estos factores evita la iniciacién de la fase siguiente sin que la anterior
halla sido completada satisfactoriamente (Bulavin et al. 2002; Hartwell and Weinert,
1989), contribuyendo a la fidelidad en el mantenimiento y en la transferencia de la

informacién genética (Zhou and Ellege, 2000).

Como factores principales en la regulacién se encuentran: las quinasas
dependientes de ciclinas (CDKs) que fosforilan a diversas proteinas en serinas y
treoninas, las ciclinas que regulan la actividad quinasa de las CDKs, y las proteinas
inhibidoras de CDKs (CKls) (Figura 111). Estas proteinas integran el flujo de
informacién proveniente desde el exterior celular para dirigir el inicio del ciclo celular y

la progresién a través de todas sus fases.

1.1.1 Quinasas dependientes de ciclinas (CDKs)

Las quinasas dependientes de ciclinas son un grupo de serina treonina quinasas
que forman complejos activos heterodiméricos luego de unirse a las ciclinas, sus
subunidades regulatorias (Morgan, 1997; Sherr, 2000). Estas holoenzimas, complejos
CDK-ciclina, catalizan una gran variedad de reacciones, fosforilando diversos sustratos
gue permiten el pasaje de las células a través de las distintas fases del ciclo celular
(Herrup and Yang, 2007).

En humanos se reportaron numerosos loci que codifican para CDKs y ciclinas (13 y
25 loci respectivamente) (Malumbres and Barbacid, 2005). Sin embargo, so6lo un
grupo de complejos CDK-ciclinas esta directamente relacionado en la conduccion del
ciclo celular. Este grupo incluye tres CDKs de interfase (CDK2, CDK4 y CDK®6), una
CDK de fase M (CDK1, también conocida como cdc2 por cell division control protein 2)
y 10 ciclinas que pertenecen a 4 clases diferentes (ciclinas de tipo A, B, D y E)
(Malumbres and Barbacid, 2009). CDK4 y de CDK®6 estan involucradas en la fase G1
temprana, mientras que CDK2 es requerida para completar G1 e iniciar S (Figura | vy
I1). CDK4 y CDK6 forman complejos activos con las ciclinas de tipo D (ciclina D1, D2
y D3) (Attwooll et al., 2004), mientras que CDK2 forma complejos activos con ciclina E
y ciclina A (Sherr, 2000) y CDK1 con ciclina A y ciclina B (Evans et al., 1983; Ewen et
al., 1993; Weinberg, 1995).

Evolutivamente, estas quinasas estan muy relacionadas y han resistido la
diferenciacion funcional, excepto por los distintos patrones de activacion que
presentan (Meyerson and Harlow, 1994). La actividad enzimatica de estas proteinas
CDKs se encuentra regulada por al menos tres mecanismos diferentes. El primero

consta de su unién a ciclinas y su consecuente activacién. El segundo, por accién de
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los inhibidores de quinasas dependiente de ciclinas (CKIs). En el tercer mecanismo, la
regulacion se produce por procesos de fosforilacion en residuos treonina y tirosina, los
cuales regulan la actividad catalitica de la enzima tanto positivamente (cuando actla
el complejo CDK7-ciclina H, también conocido como CAK; CDK activating kinase)
(Malumbres and Barbacid, 2001), como negativamente (quinasas Weel y MYT1). A su
vez, esta inhibicién es retirada cuando las fosfatasas CDC25 (CDC25A, CDC25B o
CDC25C) defosforilan estos residuos, disparando la entrada en mitosis (Trimarchi and
Lees, 2002).

Los principales sustratos de CDK4/6 y CDK2 en la progresion de la fase G1 son los
miembros de la familia de proteinas de retinoblastoma (Rb, p107 y pl130). Estas
moléculas funcionan como sitios de anclaje para una serie de proteinas que deben ser
fuertemente reguladas durante el ciclo celular. Por ejemplo, la proteina Rb se une a
los factores de transcripcion de la familia E2F, asegurando que estos permanezcan
inactivos durante las fases M y GO. Ademas, los complejos Rb-E2F participan en un
mecanismo de represion activa sobre algunos promotores: este proceso involucra
otras familias de proteinas, como las deacetilasas de histonas (HDACs), complejos
remodeladores de la cromatina SWI/SNF y metiltransferasas de histonas como
SUV39H1. La actividad de las proteinas Rb es modulada mediante fosforilacion
secuencial por los complejos CDK4/6-ciclina D y CDK2-ciclina E. Rb también puede ser
regulada por acetilacién mediada por histonas acetilasas asociadas a p300/CBP. Estas
acetilasas estan bajo el control del ciclo celular e impiden la eficiente fosforilacion de
Rb por el complejo CDK2-ciclina E. Las proteinas Rb hiperfosforiladas liberan las
moléculas que se unen a sus isoformas hipofosforiladas. Esta “liberacion” les permite

llevar a cabo sus roles especificos en el ciclo celular (Malumbres and Barbacid, 2001).

En las células eucariotas se ha registrado que, durante la fase G1, los niveles de
actividad CDK neta son relativamente bajos. Sin embargo, esta actividad aumenta
progresivamente mientras las células avanzan en el ciclo de division. Inicialmente
presenta un pico y luego decae rapidamente durante la mitosis (Morgan, 1997). El
nivel reducido de actividad CDK, observado durante la fase G1, es requerido para la
formacién de los complejos de preiniciacion en los origenes de replicacion del ADN

cromosOmico (Massague, 2004).

Luego, la entrada y la progresion a través de la fase S y la entrada en mitosis
pueden proceder Unicamente en la presencia de una actividad enzimatica mas robusta
(Sherr and Roberts, 2004). Por lo tanto, los reguladores de CDKs, al modular su

actividad, pueden controlar el destino del ciclo celular.
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1.1.2 Ciclinas

Las ciclinas constituyen una familia de proteinas que son sintetizadas vy
degradadas en momentos especificos del ciclo celular. Los miembros de esta familia
comparten cierto grado de similitud en cuanto a su composicion aminoacidica y son
definidas por una regién comin denominada “cyclin box” que permite la unién a las
CDKs y su activacién (Peeper et al., 1993; Pines and Hunter, 1989). Hay dos clases
principales de ciclinas: las ciclinas G1, que se unen a CDKs durante Gl y son
necesarias para el inicio de la fase S, y las ciclinas mitéticas, que se unen a CDKs

durante la fase G2, siendo necesarias para la entrada en mitosis.

Existen dos tipos de ciclinas de fase G1: las de tipo D (D1, D2 y D3) y las de tipo
E (E1 y E2). Estas ciclinas poseen una vida media corta, siendo sus niveles regulados
a nivel transcripcional y por degradacién. El ensamblado con sus respectivas CDKs
(CDK 4 6 6, y CDK2, respectivamente) se produce a medida que la célula va
progresando en la fase G1. Por otro lado, se conocen dos tipos de ciclinas mitéticas
denominadas A y B. La expresion de la ciclina A comienza en la fase S, la de tipo B lo
hace en la fase G2. Durante la mitosis ambas ciclinas son degradadas. CDK2 es
activada secuencialmente por ciclinas de tipo E durante la transicién G1/S, y las
ciclinas de tipo A (ciclina A1 y A2) durante la fase S. Luego, la quinasa principal es
CDK1, activada primero por ciclinas A y mas tarde por ciclinas de tipo B (B1 y B2)
(Minshull et al., 1990; Pines and Hunter, 1990).

Como mencionamos anteriormente, los niveles de ciclinas no son constantes a lo
largo del ciclo celular, sino que se ven sometidas a un proceso de sintesis y
degradacion, esta ultima por el sistema de ubiquitinacién-proteasoma, dentro de cada
periodo. Este acontecimiento resulta fundamental, ya que, de esta manera, se logra la
regulacion de la forma activa de las CDKs para asi poder fosforilar a sus sustratos,
generalmente relacionados con el inicio o la regulacion de sucesos importantes dentro
del ciclo celular (Murray, 2004). Las ciclinas poseen la capacidad de dirigir a las CDKs
al nacleo, dado que, a diferencia de estas Ultimas, contienen sefiales de localizacion

nuclear.
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control del ciclo celular. Modificado de Domenico Coppola.
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Figura I'l. Niveles proteicos de las diferentes ciclinas a lo largo del ciclo celular
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1.1.3 Inhibidores de quinasas dependientes de cic linas (CKI s)

En mamiferos existen 2 familias de proteinas que actlan como inhibidores de
quinasas dependientes de ciclinas (CKls) (Hirama and Koeffler, 1995; Ortega et al.,
2002; Sherr and Roberts, 1999; Trimarchi and Lees, 2002) (Figura I'l1 ). La familia de
las INK4 (por inhibitors of CDK4) compuesta por las proteinas pl6INK4a, p1l5INK4b,
pl8INK4c y pl9INK4d; y la familia de las Cip/Kip, formada por p21 (6 Cipl, CDK2
interacting protein), p27 (6 Kipl, kinase inhibiting protein 1) y p57 (6 Kip 2) (Figura
). Las Cip/Kip tienen el potencial necesario para inhibir a diferentes CDKs,
principalmente CDK2-ciclina E/A y CDK1- ciclina B (Hengst and Reed, 1998;
Nakayama and Nakayama, 1998). Las 4 proteinas que conforman al grupo INK4
tienen la capacidad de unirse a CDK4/6, inhibiendo la unién de la ciclina D e

impidiendo su activacién.

p15/p16 p21

p18/p19 p27/p57

Cdka/6 Cdk2 Cdk2 Cdk1 Cdk1

CiclinaD1/2/3  CiclinaE Ciclina A Ciclina A CiclinaB
Y l l
G1 Punto de S G2 M
restriccion
Figura I'l1. Regulacién de los complejos ciclina — CDKs a lo largo del ciclo celular. Modificado de

Trimarchi y Lees, 2002.

1.2 Familia INK4

Las proteinas INK4 componen una de las dos familias de inhibidores de quinasas
dependientes de ciclina. Han sido identificados cuatro miembros: pl16INK4a (pl6),
pl5INK4b (pl15), pl18INK4c (pl18) y pl9INK4d (pl9), nombrados de acuerdo a su
masa y en el orden que fueron descubiertos (Chan et al., 1995; Guan et al., 1996;
Hannon and Beach, 1994; Hirai et al., 1995; Serrano et al., 1993). Cada uno es

codificado por un Unico gen, los cuales mapean en los siguientes cromosomas:
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pl6INK4a y p1l5INK4b unidos en tandem en 9p21, p18INK4c en 1p32 y p19INK4d en
19p13.

Las proteinas INK4 tienen actividades similares, inhibiendo especificamente a las
quinasas CDK4 y CDK®6 (Serrano et al., 1993). Cuando son expresadas ectopicamente,
arrestan a las células en G1, pero Unicamente en presencia de proteinas pRb
funcionales (Bruce et al., 2000). Las bases estructurales para la inhibicion de la
actividad quinasa de CDK4/6 por las proteinas INK4 estan claramente establecidas
(Brotherton et al., 1998; Ortega et al., 2002; Roussel, 1999). Las cuatro INK4 son
estructuralmente similares dominando su estructura repeticiones de motivos ankirina.
Los motivos ankirina contienen 32 aminoacidos y consisten en pares de (-hélices
antiparalelas, conectadas entre si por una serie de motivos horquilla (“intervening
hairpin motifs”) (Pavletich, 1999). Mientras que pl6INK4a y pl5INK4b estan
compuestas por cuatro motivos ankirina, p18INK4c y p19INK4d poseen cinco. Estos
dominios estructurales estan involucrados en la unién a la regidn no-catalitica de
CDK4 y CDK®6 opuesta al sitio de unién de ciclina D. La uniéon de las INK4 induce un
cambio alostérico en CDK4/6, alterando el sitio de unién de las ciclinas D y reduciendo
su afinidad por ATP (Pavletich, 1999).

Las cuatro INK4, ademas de compartir los motivos ankirina en la estructura,
poseen un intréon que interrumpe la secuencia codificante de sus genes en la misma
posicion, lo que sugiere que todos los miembros de la familia han evolucionado desde
un ancestro comun (Ruas and Peters, 1998). En términos evolutivos, la redundancia
de funciones en una familia proteica s6lo es posible si los diferentes miembros poseen
patrones de expresion diferente y/o si existen funciones caracteristicas que han sido
seleccionadas a lo largo de la historia evolutiva. Y este hecho se corrobora en los
miembros de la familia INK4, para los cuales fue reportada la expresién diferencial en
el desarrollo del raton (Cunningham and Roussel, 2001). p18 y pl19 son expresadas
principalmente en el embridon, mientras que pl6 y pl5 son detectadas Unicamente

luego del nacimiento, en la mayoria de los tejidos.

Los mecanismos moleculares involucrados en la regulacién de la expresiéon de las
INK4 no estan del todo definidos. Solamente la expresion de pl9 es periédica a lo
largo del ciclo celular (Hirai et at, 1995; Thullberg et al., 2000). Su expresion es baja
en GO/G1l y tiene un maximo de expresion al final de G1 y en fase S. Luego, es
rapidamente degradada por un mecanismo dependiente de ubiquitina/proteasoma de
manera tal que, en G1 temprana, el nivel de p19 es bajo para facilitar el ensamble de

los complejos CDK4/6 - ciclina D.

El mayor nivel de expresion proteica de pl9INK4d (pl9) ocurre en cerebro,

testiculos, bazo y timo. pl9 estad relativamente bien caracterizada en el sistema
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nervioso central, donde es una de las proteinas INK4 mayoritarias. Es expresada
tempranamente durante el desarrollo en el cerebro y alli su expresiéon es mantenida

en la vida adulta.

1.2.1 Funcidon de las proteinas | NK4

El rol especifico de cada miembro de la familia INK4 fue definido principalmente
mediante la generacién de cepas de ratones genéticamente modificados, deficientes
en uno o varios miembros de esta familia génica (Tabla 1). Se ha demostrado que las
proteinas p16INK4a, pl15INK4b y p18INK4c son supresores tumorales (Canepa et al,
2007). Ratones que expresan una versibn inestable de pl6 se desarrollan
normalmente y sélo un pequefio porcentaje tienen linfomas de células-B luego de una
latencia prolongada. Por otro lado, ratones homocigotos para una mutacion que
elimina el ex6n la de pl6 desarrollan una variedad de tumores a una tasa mas
elevada (25% de incidencia al afio de edad) . Por lo tanto, pl6 parece tener una
actividad supresora tumoral moderada en ratones. En humanos, esta ampliamente
reportada la existencia de mutaciones puntuales que afectan especificamente la
expresion de pl6 y que estan asociadas con la apariciéon de tumores (Canepa et al,
2007).

El fenotipo de ratones nulos para pl6 se asemeja al de animales mutantes para
las otras INK4. Las distintas cepas desarrollan variados tipos de tumores, con baja
incidencia y no presentan anormalidades significativas en el desarrollo. Ratones
deficientes en proteinas INK4 son propensos a tener desdérdenes hematopoiéticos. La
alteracién frecuente de pl5 en tumores hematopoiéticos humanos y murinos, sugiere
que la ausencia de esta proteina podria predisponer a la transformacién maligna en
estas células hematopoiéticas. pl8 actia como supresor tumoral o regula la
homeostasis celular dependiendo del tejido y tipo celular (Franklin et al., 1998; Latres
et al., 2000).

Ratones deficientes en pl9 no desarrollan tumores u otro tipo de desérdenes
proliferativos. Estos ratones a pesar de poseer atrofia testicular, son fértiles. Este
fenotipo estd asociado con un aumento en la apoptosis de las células germinales, un
resultado que correlaciona con la elevada expresion de pl9 en testiculo (Zindy et al.,
2000).

Estudios recientes realizados en ratones knock out para pl9, demostraron que la
falta de pl9 incrementa la sensibilidad celular a la muerte apoptoética o autofagica y

sugieren un posible rol para la induccion de pl9INK4d en la quimioprevencion

10
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(Tavera-Mendoza et al., 2006a; Tavera-Mendoza et al., 2006b). Los ratones doble

mutantes (pl1l8; pl9) presentan una incidencia tumoral similar a la de los animales

deficientes en pl1l8 parentales. Estos resultados en conjunto indicarian que pl9 no es

un supresor tumoral propiamente dicho.

Tabla I. Principales fenotipos para ratones knock out para CDK4 e INK4

Gen blanco Efecto funcional Fenotipo principal

PI6INK4a Proteina pl 6INK4a truncada, inestable Linfomas de células B, luego de latencia prolongada

P16INK4a No hay expresion de p16INK4a Variedad de tumores con latencia prolongada

INK4a*>? No hay expresion de p16 ni de pl9ARF Linfomas y sarcomas similares a aquellos observados en ratones
p19ARF-/- y p53-/-

P15SINK4b—/— No se expresa pl15INK4b Desordenes linfoproliferativos y angiosarcomas

PIBINK4c—/— No se expresa p18INK4c¢ Tamafio corporal aumentado y sobrecrecimiento de algunos
organos, desordenes linfoproliferativos, quistes en rifion y
glandula mamaria, tumores de hipéfisis.

PI19INK4d—/— No hay expresién de pl 9INK4d Ratones normales y fértiles, a pesar de que los machos exhiben

PI15SINK4b—/—:
PIBINK4c— /-
PISINK4c—/—
PI9INK4d—/—
PISINKdc—/— ;
P27Kipl -/~
PI9INK4d—/—;
P27Kipl /-

Cdk4—/-

Cdk4 R24C/R24C

Ausencia de pl5INK4b y pl 8INK4c
Ausencia de pl18INK4c y pl19INK4d

Ausencia de pl 8INK4c y p27Kipl

Ausencia de pl19INK4d y p27KIP1

No hay expresion de Cdk4

Expresion endégena de la mutante

Cdk4R24C

atrofia testicular
Similar al de los animales Knock out individuales. También hay
quistes miultiples en testiculos y pancreas

Infertilidad en machos

Sobrecrecimiento de varios érganos y latencia reducida de
tumores de hipofisis

Proliferacién de neuronas diferenciadas en el sistema nervioso
central. Ratones mueren por defectos neuroldgicos en 3
sermanas

Tamatio corporal reducido, esterilidad y diabetes depend. de
insulina debida al nimero reducido de células pancreaticas f.
Tamaiio corporal aumentado. Hiperproliferacion de células de
Leydig y pancredticas 3. Sarcomas y neoplasias endéerinas

* Traducida de S. Ortega et al., Bioch et Bioph Acta 1602 (2002) 72
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2. Mantenimiento de la integridad del genoma

Para asegurar la supervivencia y la propagacion del genoma a lo largo de las
generaciones, las células eucariotas han desarrollado mecanismos de respuesta al
dafio o a estructuras anormales en el ADN a través de vias multifacéticas que
coordinan la progresion del ciclo celular con la reparacion del ADN, la remodelacién de
la cromatina, la modificacion de programas transcripcionales, senescencia y la muerte

celular (Lukas et al., 2004).

Mientras que, en organismos unicelulares, la respuesta a la presencia de lesiones
en el ADN activa los puntos de control y los mecanismos de reparacion, en los
organismos multicelulares, cuando el dafio es significativo, una célula puede derivar al
inicio de un programa apoptotico (Hahn and Weinberg, 2002; Martin et al., 2003). A
nivel celular, si el dafio al ADN no es correctamente reparado, se produce inestabilidad
gendmica, senescencia o también apoptosis, la cual afecta al desarrollo de los
organismos. La pérdida de la integridad gendmica predispone al organismo a la
inmunodeficiencia, desérdenes neuroldégicos y cancer (O'Driscoll and Jeggo, 2002;
Peterson and Cote, 2004). Es por esto que, a lo largo de la evolucién, se han
seleccionado mecanismos de respuesta al dafio al ADN cada vez mas eficientes, ya
que una respuesta efectiva conferiria un mayor valor adaptativo a los organismos que
la tuvieran. Mas alla de las fuentes exégenas de dafio al ADN, una célula humana debe
reparar mas de 10.000 lesiones en el ADN por dia generadas por accion de fuentes
endogenas (Lindahl et al., 1993; Peterson and Cote, 2004). De hecho, se ha
propuesto que la mayor parte de la maquinaria de reparacién ha evolucionado para
reparar este tipo de dafio (Lindahl and Barnes, 2000; Lindahl and Wood, 1999). El
dafio al ADN activa mecanismos especificos de respuesta, dependiendo del tipo de
lesion producida. Las lesiones son reparadas in situ o removidas y en general el ADN

es restablecido a su secuencia original (Hoeijmakers, 2001).

Mientras que hasta el aflo 1996 todo el conocimiento relacionado con la respuesta
al dafio al ADN provenia del estudio en levaduras (Elledge, 1996), en los Gltimos afios
se han hecho numerosos avances en el estudio de la respuesta al dafio al ADN en
eucariotas superiores. Se ha visto que las vias regulatorias de esta respuesta son
complejas y estan altamente conservadas en mamiferos. La respuesta al dafio al ADN
comprende dos etapas fundamentales. Por un lado, la maquinaria de los puntos de
control del ciclo celular arresta a las células en puntos especificos del ciclo para
permitir la reparacion de las lesiones antes de que sean convertidas en mutaciones
permanentes. Por otro lado, el sistema de reparacion propiamente dicho, que remueve

o repara el dafio (Hoeijmakers, 2001; Sandal, 2002).

12
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En los ultimos afios, se ha delineado la hip6tesis de que frente al dafio en el ADN,
ademas de las dos acciones mencionadas anteriormente, existe una respuesta
integradora que involucra mecanismos de replicacion, transcripcion y dinamica de la

estructura de la cromatina (Rouse and Jackson, 2002).

2.1 Agentes genotoxicos

Las lesiones en el ADN pueden deberse a tres causas principales: 1) causas
endogenas: constituidas por productos del metabolismo celular normal, como las
especies reactivas de oxigeno derivadas de la respiracion oxidativa y de productos de
la peroxidacion de lipidos (Cadet et al., 1997); 2) causas exégenas: constituidas por
agentes ambientales como: radiacién ionizante, radiacién ultravioleta y varios agentes
genotodxicos que causan modificaciones en la estructura del ADN (Hoeijmakers, 2001);
3) otras causas: uniones quimicas en el ADN que tienden a desintegrarse
espontaneamente bajo condiciones fisiolégicas. La hidrélisis de nucleétidos deja sitios
abasicos no-instructivos. La deaminacién de citosina, adenina, guanina o 5-
metilcitosina convierte estas bases en las respectivas bases no codificantes uracilo,

hipoxantina, xantina y timina (Lindahl et al., 1993).

Las lesiones provocadas en los modelos experimentales de esta tesis son las que
se producen por causas exogenas: la radiacion UVC y el cis-platino; y por causas

endoégenas: el péptido B-amiloide.

2.1.1 Radiaci6on UV

La luz UV es una radiaciéon electromagnética emitida por el sol (o por una fuente
artificial), invisible al ojo humano. La radiacion UV puede ser de tres tipos de acuerdo
a la longitud de onda: UVA 315-380 nm, UVB 280-315 nm y UVC 190-280 nm. El
contenido de energia de la radiacion es inversamente proporcional a su longitud de
onda, siendo UVC el componente mas dafino de la luz UV. Las células contienen
moléculas fotosensibles, los cromo6foros, que luego de recibir fotones de radiacion UV,
elevan sus electrones hacia estado de energia superiores (Tyrrell, 1994). Debido a las
estructuras de anillos aromaticos de sus bases, el ADN absorbe eficientemente las
longitudes de onda mas cortas de la luz UV, y es el principal croméforo para la
radiacion UVC (de Gruijl and Rebel, 2008). Los principales tipos de lesiones producidos

por la radiacién UV son los dimeros de timidina tipo ciclobutano (CPD) y los (6-4)-
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fotoproductos (6-4PPs), los cuales entrecruzan bases adyacentes del ADN (Ravanat et
al., 2001). Estas distorsiones en la hélice de ADN detienen la elongacién de la ARN
polimerasa, inhibiendo la expresiéon génica (Tornaletti and Hanawalt, 1999). Estas
estructuras generan, ademas, el atascamiento de horquillas de replicacion en estos

sitios (Squires et al, 2004)

2.1.2 Cis-platino

El cis-platino es uno de los agentes antitumorales mas potentes utilizado, con
fines terapéuticos, para una amplia variedad de tumores so6lidos. Su modo de accién
citotéxico es mediado por su interaccion con el ADN para formar aductos,
principalmente de entrecruzamiento intracatenario, los cuales activan varias vias de
transduccion de sefiales, incluyendo aquellas que involucran a ATR, p53, p73 y MAPK
(Siddik, 2003).

2.1.3 Péptido B-amiloide

El péptido B-amiloide es la molécula causante de enfermedades
neurodegenerativas como el Alzheimer, y es el principal componente de las placas
seniles (Kim et al., 2003). Los mecanismos involucrados en su accién neurotéxica no
son totalmente conocidos, a pesar de que hay una gran variedad de evidencias que
sugieren la participacion del estrés oxidativo (Markesbery, 1997; Miranda et al., 2000;
Smith et al., 2000). El estrés oxidativo incrementa los niveles de iones metéalicos, los
cuales aceleran la formacion de radicales libres (Suh et al., 2000; Thompson et al.,
1988), incrementa la oxidacién de lipidos (Butterfield et al., 1994; Schippling et al.,
2000), proteinas (Aksenov et al., 1997; Smith et al., 2000) y ADN (Lovell et al.,
1999).

3. Puntos de control de dafio

La respuesta al dafio al ADN comprende una serie de vias de transduccién de
sefiales que integran diferentes procesos, como la progresion del ciclo celular, la

replicacién, la reparacion del ADN, la senescencia y la muerte celular.
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Para preservar la integridad del genoma, los organismos eucariotas poseen
mecanismos de vigilancia, llamados puntos de control o checkpoints. Estos puntos de
control detectan tanto lesiones en el ADN causadas por productos del metabolismo
celular como por agentes genotoxicos externos. Los checkpoints son vias de
transduccion de sefiales conformadas por moléculas sensoras, mediadoras,
transductoras y efectoras (Norburry and Zhivotovsky,2004; Zhou and Elledge, 2000).
Las proteinas sensoras detectan la presencia de dafio o de estructuras aberrantes en
el ADN vy transforman estos estimulos en sefales bioquimicas que modulan las
funciones de sus proteinas blanco rio abajo. Las proteinas mediadoras reciben estas
seflales y activan a los transductores de la seflal. Estas proteinas, al activarse,
amplifican las seflales que reciben de los mediadores y las trasladan a los efectores,
los cuales llevan a cabo una variedad de actividades que incluyen el arresto del ciclo

celular en las fases G1, S o G2.

Punto de control
G2-M ¥

Punto de control
G2

/ Punto de
restriccion (R)

Punto de control
G1

Punto de control
S

Muodificado de Dehay v Keanedy. 2007,

Figura I V. Puntos de control (checkpoints) del ciclo celular.

Como principales reguladores de la respuesta al dafio al ADN se han descripto las
proteinas quinasas relacionadas a la fosfatidil - inositol 3 quinasa (PIKKs), entre ellas
se incluyen: ataxia-telangiectasia mutated (ATM) y ATM and RAD3-related (ATR)
(Khanna et al., 2001; Rotman and Shiloh, 1998; Niida and Nakanishi, 2006). ATM y
ATR comparten varias similitudes bioquimicas y funcionales. Ambas son quinasas de

alto peso molecular (350kDa y 301kDa para ATM y ATR, respectivamente) con alta
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homologia en sus secuencias y con una preferencia de fosforilacion de serinas o
treoninas seguidas de glutamina. Estas quinasas tienen como sustratos de
fosforilaciéon proteinas que promueven el arresto del ciclo celular, la reparacion del
ADN, la senescencia o la muerte celular. (Brown and Baltimore, 2000; Cortez et al.,
2001; de Klein et al., 2000)

3.1 Participantes en la respuesta al dafio al ADN

3.1.1 Sensores

La identidad de los sensores del dafio al ADN no estd aun completamente
dilucidada. Sin embargo, varios estudios han demostrado que el complejo 9-1-1
(formado por RAD9, RAD1, HUS1) de la familia PCNA-like y RAD17 y RFC2-5 de la
familia de proteinas RFC-like son factores esenciales para promover las sefiales de los
checkpoints (Niida and Nakanishi, 2006). Una vez producido el dafio, el complejo
9-1-1 es reclutado a estos sitios por el complejo RAD17. Luego, el complejo 9-1-1
facilitaria el reclutamiento de sustratos especificos al sitio de dafio para ser
fosforilados por las quinasas ATM y ATR (Abraham, 2001). Sumado a estos complejos,
se ha descripto el complejo MRN (compuesto por MRE11/RAD50/NBS1) involucrado en
el sensado de roturas de doble cadena (DSBs) (Petrini and Stracker, 2003). La
interaccion del complejo MRN con la lesion de tipo DSBs recluta ATM (Lukas et al.,
2003).

El complejo MRN-ATM activa sefiales que culminan en el rearreglo de la cromatina
gue contiene al dafio. Estas sefiales incluyen la fosforilacién de H2AX mediada por
ATM, que luego permitira el anclaje de proteinas mediadoras. Ademas, este complejo
es necesario para iniciar la reseccion del DSB y dar lugar a una cadena simple de ADN
(ssADN), intermediario necesario para la reparacién por recombinacién homéloga y
también para activar la via de ATR. (Adams et al., 2006; Cuadrado et al., 2006;
Jazayeri et al., 2006; Myers and Cortez, 2006)

La reseccién en la reparacion de los DSB también requiere de la actividad de CDKs
y esta restringida a las fases S y G2 del ciclo celular (Jazayeri et al., 2006) Una vez
generado el ssADN es cubierto por la proteina RPA que facilita el reclutamiento de
ATR-ATRIP.
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3.1.2 Mediadores

Estan constituidos por proteinas que son reclutadas a los sitios de dafio, como
MDC1, 53BP1, BRCA1, claspina y Britl/Mcphl (Bartek and Lukas, 2003; Petrini and
Stracker, 2003). A diferencia de las proteinas sensoras, que se acumulan en los sitios
de dafio de una manera ATM independiente, el reclutamiento de estas proteinas
mediadoras a los foci de dafio depende de la fosforilacion de YH2AX por ATM (Lukas et
al., 2004)

3.1.3 Transductores

ATM y ATR funcionan como proteinas quinasas apicales de los puntos de control
(Abraham, 2001; Shiloh, 2003). En general ATM responde principalmente a las
lesiones de tipo DSBs, mientras que ATR es activada por ssADN y horquillas de
replicacion atascadas (Bartek and Lukas, 2007; Shiloh, 2003). ATM se encuentra en
forma de dimero inactivo en ausencia de dafio. Cuando es reclutada a los DSBs, se
disocia y se autofosforila en multiples residuos necesarios para la correcta actividad
de la enzima en humanos (Bakkenist and Kastan, 2003; Jazayeri et al., 2006; Kozlov
et al., 2006). En cuanto a ATR, no se observa un cambio en la actividad quinasa de la
enzima y se sugiere que podria estar consitutivamente activa pero que su funcion
seria dependiente de su ubicacion subcelular. ATR en células humanas forma un
complejo con ATRIP (ATR-interacting protein) que ha sido descripto como un potencial
compafiero regulatorio. La actividad tanto de ATM como de ATR involucra el
reclutamiento de las mismas a los sitios de lesién en el ADN a través de los motivos
conservados en los C-terminales de Nbsl y ATRIP respectivamente (Zou L. Et al,
2002). Estos motivos conservados son criticos para el reclutamiento y también para
los eventos de sefializacién que gobiernan la maquinaria de la respuesta al dafio al
ADN (DDR, DNA Damage Response). El descubrimiento de los motivos conservados
sugiere similitudes no esperadas entre las principales PIKKs involucradas en el DDR y
muestra que sus mecanismos de accion en las etapas tempranas de los checkpoints
estan mas conservados de lo que previamente se pensaba. (Falck et al., 2005; You et
al., 2005).

Las cascadas de fosforilaciones iniciadas por las PIKKs son amplificadas por las
serina/treonina quinasas Chkl y Chk2. Chk2 es una proteina estable que se expresa a
lo largo del ciclo celular (Lukas et al., 2001). Chk2 es inactiva en ausencia de dafio y
es activada principalmente por ATM en respuesta DSBs. Su activaciéon involucra

dimerizacién y autofosforilacion. En contraste, Chkl es una proteina labil restringida a
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las fases Sy G2 del ciclo celular, esta activa aun en células sin perturbar y, a pesar de
que es adicionalmente activada por ATR en respuesta al dafio por UV o al estrés
replicativo, no requiere de dimerizacion o autofosforilacién. Originalmente se relacion6
la activacién de Chkl por ATR y de Chk2 por ATM, sin embargo, este concepto ha sido
modificado por trabajos que demuestran la existencia de varios entrecruzamientos o
crosstalks entre estas quinasas, ejemplificado por la fosforilacién/activacién de Chkl
por ATM en respuesta a las radiaciones ionizantes (Gatei et al., 2003; Sorensen et al.,
2003) .

3.1.4 Efectores

Las proteinas efectoras constituyen un amplio y diverso grupo compuesto por
reguladores del ciclo celular, proteinas de la maquinaria de reparacion del ADN,
componentes y reguladores de la cromatina y la apoptosis. Luego de su activacion,
Chkl y Chk2 fosforilan a sus genes blanco efectores rio abajo y propagan la
sefializacién de la respuesta al dafio. Chk2 fosforila a las proteinas BRCA, PIK3, Pmly
E2F-1, mientras que Chk1l fosforila a Tlk1/2. Ambas quinasas comparten sustratos y
fosforilan a Mdm2, p53, cdc25A y Cdc25C. (Bartek and Lukas, 2003; Donzelli and
Draetta, 2003; Jazayeri et al., 2006; Shiloh, 2003; Stucki and Jackson, 2006) (Zhou
and Elledge, 2000).

3.2 Checkpoints G1, Sy G2

Como fue mencionado anteriormente, se denomina checkpoints a las cascadas de
transduccidon de sefiales que sensan dafios en el ADN, promueven el arresto del ciclo
celular dando tiempo para que la reparacién ocurra y activan la muerte celular o la
senescencia si el dafio escapa a las posibilidades de reparacion. Los checkpoints son
mecanismos de control, externos al ciclo celular, que no son requeridos para la
progresién del mismo. Una caracteristica fundamental de un checkpoint es que su
actividad no se manifiesta en ausencia de errores en el ADN y solo cuando surgen
condiciones de estrés donde es altamente probable la aparicion de lesiones, los
checkpoints resultan herramientas esenciales para la sobrevida (Khodjakov and
Rieder, 2009). Esto no implica que estén inactivos en ausencia de errores, como
muchas veces es sugerido cuando, frente a un tratamiento, se describe la

“activacion” o el "disparo”de un checkpoint. Como el rol de un punto de control es
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detectar un problema, el mecanismo de monitoreo tiene que estar activo antes de que

el problema surja.

3.2.1 Checkpoint G1

Luego de dafio genotdéxico, ATM/ATR activas fosforilan directamente el factor de
transcripcion p53, que también es blanco de Chkl y Chk2. La ligasa de ubiquitina
MDM2, que normalmente se une a p53 asegurando su degradacion, también es
fosforilada por ATM/ATR luego del dafio y por Chk2/Chkl. Esto contribuye a la
acumulacion de p53 y al aumento de su actividad como factor de transcripcién. En
consecuencia, aumenta el nivel de p21Cipl causando un arresto en G1. Este hecho,
no solo impide el inicio de la sintesis de ADN, sino que también preserva la via Rb/E2F
en su forma activa, supresora del crecimiento, causando un bloqueo sostenido en G1
(Kastan and Bartek, 2004; Massague, 2004). En G1 tardia, como respuesta a un
estrés genotéxico y por las actividades aumentadas de Chkl y Chk2, se produce la
degradacion de CDC25A, una fosfatasa necesaria para la progresiéon de G1 a S que
activa CDK2 por remocién de dos fosfatos inhibitorios. Como consecuencia de esta
degradacion se inhiben los complejos ciclina E(A)/CDK2. El checkpoint de Chk1/ Chk2-
CDC25A es implementado rapidamente, independientemente de p53, y retrasa la
transiciéon G1/S (Bartek and Lukas, 2003; Donzelli and Draetta, 2003).

3.2.2 Checkpoint S

EL arresto en la fase S es iniciado cuando horquillas de replicacion quedan
atascadas a causa del ADN dafiado (Bartek et al., 2004). Las funciones de este
checkpoint son dos: por un lado, inhibir la iniciacion de la replicacién a partir de
origenes nuevos y, por otro, proteger la integridad de las horquillas atascadas
permitiendo la recuperacién de la progresiéon del ciclo celular luego de la reparacion
del ADN. Los componentes claves de esta maquinaria son la proteina RPA, el complejo

ATR-ATRIP, la proteina mediadora claspina, RAD17 y el complejo (9-1-1).

El checkpoint intra-fase-S: es activado por DSBs generados en los loci genémicos
externos a los replicones activos (Bartek et al., 2004). La caracteristica fundamental
que diferencia este control del anterior es su independencia de las horquillas de
replicaciéon. En estas células, Chkl o Chk2 fosforilan a CDC25A induciendo su

degradacion y la posterior inactivacion del complejo ciclina E/CDK2. Este evento
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impide la unién de CDC45 (proteina esencial para la iniciacién de la replicaciéon) al

origen de replicacion produciendo el arresto en la fase S (Bartek et al., 2004).

3.2.3 Checkpoint G2

Este control impide que las células inicien mitosis cuando sufren dafio en el ADN
durante G2, o cuando pasan por G2 con algun dafio no reparado inflingido durante las
fases previas S o G1. El blanco critico es la actividad de CDK1. La fosfatasa CDC25 es
necesaria para la actividad de CDK1 en G2. Luego de estrés genot6xico, Chkl y Chk2
actuan fosforilando CDC25, que resulta ubiquitinada y degradada inhibiendo CDK1

arrestando el ciclo en la fase G2 (Guardavaccaro and Pagano, 2006).

Figura V. Los principales transductores de la sefial que siguen a la activacion de ATM / ATR y el
sitio en el cual impactan en la progresion del ciclo celular. (Adaptado de Shiloh Y. et
al., 2003).
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4. Sistemas de Reparacion

Los puntos de control sensan el dafio, arrestan el ciclo celular y, a su vez, activan
los sistemas de reparacion que representan la segunda parte fundamental de la

respuesta al dafio al ADN.

Frente a la gran variedad de lesiones, a lo largo de la evolucién, se han
desarrollado varios sistemas de reparaciéon del ADN, que en conjunto cubren la mayor
parte de las lesiones sufridas en la informacién genética de una célula. Cual de los
sistemas de reparacién es activado en respuesta al dafio depende tanto del tipo de

lesiébn como de la fase del ciclo celular en la cual ocurra (Branzei and Foiani, 2008).

Los principales mecanismos de reparaciéon descriptos hasta el momento que
operan en mamiferos son los siguientes: la reparacidn por escisién de nucleétidos
(nucleotide excision repair, NER), la reparacién por escision de base (base excision
repair, BER), reparacion por recombinacibn homdloga y no homodloga (homologous
recombination HR, Non-homologous end joining NHEJ) y la reparacion de los errores

de apareamiento (mismatch repair, MMR)

4.1 Reparacion por Escision de Nucledétidos (NER)

Este mecanismo de reparacion estd destinado a reparar lesiones que distorsionan
la estructura helicoidal del ADN. Entre los agentes que provocan este tipo de
alteraciones se incluyen la radiacién UV, quimicos mutagénicos y drogas
quimioterapéuticas que forman aductos en el ADN (Leibeling et al., 2006). En este
mecanismo han sido identificadas dos subvias que tienen, en parte, distintas
especificidades de sustrato. Estas dos subvias se denominan: reparacién global del
genoma (global genome repair, GGR), la cual es responsable de la reparacion de
lesiones en las zonas no transcriptas del genoma que distorsionan su estructura, y
reparacion acoplada a la transcripcion (transcription-coupled repair, TCR), que actla
sobre los genes activos transcripcionalmente, reparando los dafios que bloquean la
elongacion de la ARN polimerasa (Batty and Wood, 2000; de Laat et al., 1999;
Hoeijmakers, 2001; Mitchell et al., 2003; Tornaletti and Hanawalt, 1999)

En ambos casos, la reparacion de la lesion involucra los mismos pasos,
exceptuando la deteccion del dafio. Luego del reconocimiento de la lesién, ocurre el
reclutamiento del complejo TFIIH con actividad helicasa que abre una region de

aproximadamente 30 nucléotidos alrededor de la lesién, a continuacién son reclutadas

21



INTRODUCCION

las endonucleasas ERCC1-XPF y XPG que generan las incisiones en 5"y 3" y por

Gltimo, la sintesis y ligacion de la nueva secuencia de ADN sintetizada (Figura VI ).

GG-MER
&j. lasidn por UV TCR - NER
T T [T T
geroma total ADN transcripto
; ; Elongati
e nze oo
A | __csa
5| ]. E
| L s T [T

i

l Factores de replicacian

v LU EITTIT

Figura VI. Mecanismo de reparacion por NER gendmico global (GG-NER) y NER acoplado a
transcripcion (TCR-NER). (Jan Hoeijmakers, NATURE Vol 411, 17 Mayo 2001.)
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4.2 Reparacion por Escision de Base (BER)

La via de reparacion BER es responsable de la reparacién de las bases oxidadas y
alquiladas, asi como también de los sitios abasicos generados por depurinacién
espontanea. En general, las lesiones que son sustrato de BER incluyen aquellas que no
distorsionan el esqueleto de ADN suficientemente como para detener las horquillas de
replicacién. En consecuencia, la inactivacion de BER puede ser altamente mutagénica.
La lesiébn mas prevalente y altamente mutagénica que debe ser corregida por BER es
la base oxidada, 8-oxo guanina (también conocida como 8-oxoG o 8-o0xo0-7,8-
dihidroguanina), que puede aparearse tanto con citosina o adenina. Si no es
detectada, 8-0xoG resulta en una transversion de G:C a T:A, que es la segunda

mutacién mas comun hallada en canceres humanos .

Las enzimas méas importantes en el BER son las ADN glicosilasas. Estas enzimas
remueven las bases modificadas o dafiadas, y luego el sitio apurinico o apirimidinico
(AP) es removido por una AP endonucleasa, la p-desoxirribosa resulta escindida por
una fosfodiesterasa. Por ultimo, el fragmento faltante es sintetizado por una ADN
polimerasa y la hebra es unida por una ligasa (Bruner et al., 2000; Klungland et al.,
1999) (Figura VI1).

4.3 Mismatch Repair (MMR)

El rol principal del mecanismo MMR es el de reparar apareamientos faltantes o
incorrectos causados por pequefias deleciones o inserciones que se generan durante la
replicacion del ADN y la recombinacién homologa. En eucariotas, los apareamientos
incorrectos producidos durante la replicacion son reconocidos por los heterodimeros
MSH2/MSH6 y MSH2/MSH3. El primero reconoce principalmente apareamientos
incorrectos entre bases y el segundo loops de insercion o delecién. A estos
heterodimeros se les une un tercero, MLH1/PMS2, formando un complejo que
promueve la reparacion por su actividad nucleolitica conduciendo a la escision del
apareamiento erréneo (Kadyrov et al., 2009). En el paso siguiente, la hebra es
nuevamente sintetizada y los fragmentos de ADN son ligados (Fleck and Nielsen,
2004).
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Figura VII1. Mecanismos de reparacion de la via BER. (Modificado de Jan Hoeijmakers, NATURE

Vol 411, 17 May 2001.)

4.4 Mecanismo de reparacion por Recombinacion Hom  6loga (HR)

El mecanismo de recombinacion homdloga participa en la reparacion de los dafios
al ADN de tipo doble cadena. Es un mecanismo que actla libre de errores puesto que
utiliza un templado homélogo en el proceso de reparacidon. La recombinacion

homéloga parece dominar durante las fases S y G2, momento en que el ADN esta
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duplicado, proveyendo una copia fiel de la secuencia que es la cromatida hermana,

para alinear los dafios (Sung and Klein, 2006).

El complejo MRN participa en el reconocimiento del DSB y en el procesamiento de
los extremos de ADN. El complejo CtIP-BRCA1-BATD1 coopera con el complejo MRN
en la remocién de nucleétidos que generan una secuencia de ssADN. A esta secuencia
simple cadena se le une la proteina RPA para impedir la formacién de estructuras
secundarias en el ADN. En el sitio se acumula, ademéas, BRCA2 que a su vez promueve
la union de RAD51 en el extremo 5" libre. Rad51 encuentra la secuencia homodloga

que se utilizara en la reparacion del dafio (Hartlerode and Scully, 2009).

Existen varias vias de reparacién por recombinacion homéloga describiéndose
como principales la via SDSA (por synthesis-dependent strand annealing) y la via
DSBR (por double-strand break repair). En ambos modelos se observa invasién de una
secuencia de 32 nucleotidos en la secuencia homéloga. En general esta secuencia se
encuentra en la crométida hermana, y comienza la extension de la hebra entrante por
polimerasas de ADN, restaurando la informacién genética en el sitio de la lesion. Las
vias SDSA y DSBR varian en el modo de resolucion del evento de reparacion. Mientras
gue en la via DSBR existe intercambio de fragmentos de ADN entre el sitio original de
dafio y la secuencia homologa tanto de tipo non-crossover como crossover, en la via
SDSA la hebra nueva, sintetizada a partir de la secuencia homadloga, se desplaza luego
a su sitio original sin intercambio de fragmentos entre los dos sitios (Sung and Klein,
2006) (Figura VII11).

4.5 Mecanismo de reparacion por union de extremos no homodlogos
(NHEJ)

El mecanismo de reparacion por unién de extremos no homélogos es otra via
involucrada en la reparacion de DSBs, y resulta de particular importancia en la fase
GO, G1, y en la fase S temprana del ciclo celular cuando aun no fue duplicado el
material genético. El mecanismo de NHEJ involucra la religacion de dos extremos de
ADN vy, debido a que esta reaccion no es reguiada por un ADN molde, es propensa a
cometer errores (Delacote and Lopez, 2008). Los extremos de ADN formados por las
DSBs reclutan el heterodimero de Ku (Ku70/80) y luego la quinasa ADN-PKcs junto
con otras proteinas que procesan el ADN y generan extremos adecuados para la
ligacion. Finalmente, el complejo X4-L4 junto con XLF liga los extremos sellando la

rotura. (Hartlerode and Scully, 2009) (Figura I X).
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Figura VI11. Reparacién de roturas doble cadena por mecanismo de recombinacién

hémologa (DSBR y SDSA). (Modificado de Patrick Sung y Hannah Klein,
Oct. 2006, Mol.Cell Biol., vol. 7., 739-750.)
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Figura I X . NHEJ en mamiferos. (Adaptado de Andrea J. HARTLERODE and Ralph SCULLY

Biochem. J. (2009) 423, 157-168.)
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A modo de resumen, en la siguiente figura se representan las vias de respuesta al

dafio al ADN y los mecanismos involucrados.

|

Sensores

Puntos de
control

del ADN

Apoptosis  Transcripcion

Figura X. Vias de respuesta al dafio al ADN. (Modificado de Zhou y Elledge, 2000; Hoeijmakers,
2001 y Shiloh, 2003.)

28



OBJETIVOS
e HIPOTESI S



OBJETIVOS e HIPOTESIS

Los cuatro miembros de la familia INK4 poseen una estructura similar y son
igualmente potentes como inhibidores de CDK4/6. Sin embargo, y a pesar de este
papel redundante, son diferencialmente expresados en el desarrollo y, en términos de
funciones biol6gicas, se ha observado la participacion de diferentes miembros de la
familia en distintos procesos fisiolégicos como la diferenciacion y senescencia celular.
Ademas, algunas INK4 estan ausentes o inactivadas por mutaciones en diversos tipos
de cénceres, representando supresores tumorales o candidatos a serlo. Por otra parte,
la gran diversidad en su patréon de expresion, sugiere que esta familia de inhibidores

del ciclo celular podria tener funciones especificas de tejido o de tipo celular.

Objetivo General

El objetivo general planteado en este trabajo consistié en estudiar la participacion
de p19INK4d en la respuesta celular al dafio genotéxico y su mecanismo de accion.
A partir de este objetivo general se desprendieron los siguientes objetivos

especificos.

Objetivos Especificos

1- Estudiar la participacién de la proteina p19INK4d en la reparacion del ADN.

2- Analizar la fosforilacion como mecanismo de activacion de pl9INK4d frente al
dafio al ADN.

3- Determinar la relevancia fisiolégica del proceso de fosforilacion de p19INK4d en

respuesta a genotéxicos.

4- Analizar proteinas interactoras de p19INK4d ligadas a su funcién en la reparacién

del dafo.
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Hipotesis

La célula responde al dafio en el ADN activando una serie de procesos
coordinados que involucran la progresion del ciclo celular, programas
transcripcionales, la reparacion del ADN, el remodelamiento de la cromatina y la

muerte celular.

Postulamos que pl9INK4d participa de los mecanismos involucrados en el
mantenimiento de la integridad del genoma cumpliendo una funcién en la reparacion
del ADN, independiente de su actividad como inhibidor del ciclo celular. Proponemos,
que esta funcién esta regulada por procesos de fosforilacién sobre esta proteina
relacionados a la respuesta celular activada frente al dafio genotéxico. Y ademas, que
la fosforilacién conduce a cambios conformacionales en la estructura de pl19INK4d,
permitiendo su interaccién con proteinas relacionadas con el proceso de deteccién y/o
reparacion del ADN, ejerciendo de este modo su funcién en el mantenimiento de la

integridad del genoma.

31



RESULTADOS



RESULTADOS

Capitulo 1: Participacion de p 191NK4d en la reparacion del ADN

1.1 pl9INK4d se expresa en forma peri 6édica en el ciclo celular en

células de Leydig MA-10

pl9 se expresa en altos niveles en 6rganos especificos, como cerebro y testiculo.
Fue reportado que ratones deficientes en pl9 presentan atrofia testicular, apoptosis
de células germinales y menor espermatogénesis. Las células de Leydig son esenciales
para la espermatogenesis, puesto que producen testosterona necesaria en este
proceso (Zyndy F. et al 2000, Zyndy F. et al 2001). En este sentido, la utilizacién de
células derivadas de tejido testicular resulta un sistema interesante para el estudio de
pl9 y de potencial relevancia fisiolégica. En esta primera parte del trabajo utilizamos
una linea celular establecida a partir de testiculo de ratdn, especificamente de células
de Leydig y denominada Leydig MA-10 (MA-10).

La expresion periédica de pl9 a lo largo del ciclo celular fue descripta en varios
tipos celulares (Hirai et al., 1995; Thullberg et al., 2000). En primer lugar, buscamos
entonces analizar la expresion de esta proteina en el ciclo celular del sistema en
estudio. Para ello, las células de Leydig MA-10 fueron sincronizadas en GO mediante la
deprivacién de suero por 36 horas y luego de este tiempo, las células fueron
estimuladas a ingresar al ciclo celular por adicién de medio fresco conteniendo 10% de

suero.

Con el objeto de controlar la sincronizacion de los cultivos cuantificamos por
citometria de flujo la proporcién de células en cada fase del ciclo celular a los distintos
tiempos luego de liberado el arresto de la fase GO. Con los datos obtenidos estimamos
en 24 horas la duracion del ciclo celular de las células MA-10, y determinamos la

duracion de cada fase del ciclo de esta linea celular (Figura 1C).

Por otro lado, evaluamos los niveles de ARNm de pl19 por ensayos de Northern
blot y de proteina pl19 por Western Blot a diferentes tiempos. Observamos que los
niveles de ARNm de pl9 comienzan a detectarse a las 4 horas de liberado el arresto
del ciclo celular, periodo correspondiente al final de la fase G1 y que sus niveles
maximos se alcanzan entre las 8 y 12 horas cuando las células ingresan y transitan en
la fase S, para luego disminuir a las 24 horas, fase G2/ M. Los niveles de ARNm de p19
se observan aumentados a las 28 horas momento en el cual las células se encuentran
nuevamente en la fase G1 (Figura 1A). Los niveles de proteinas observados a lo largo

del ciclo celular muestran correlacion con la cinética del ARNm de pl19 (Figura 1B).
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En conclusién, y como fue descripto para otros tipos celulares, la expresién de
pl9, tanto el ARNm como la proteina, en células de Leydig MA-10, resultan ser
periédicas, comenzando su expresion en la fase G1, observandose su maxima
expresion en la fase S para luego ir disminuyendo durante las fases G2 y M cuando

ocurre la division celular.

A

G1 S G2/MG1L S G2/M
horas 0 4 8 12 17 24 28 35 41 48

p19- ® & . e @&

B-tub- W e @ W W B W © S

G1 S G2/MG1 S G2/M
horas 0 4 8 12 17 24 28 35 41 48

p19- = - - - - -
CB-

hours| 0 | 4 | 8 (12|17 (24(28|35|41| 48
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Figura 1. Expresion de p1l9 durante la progresion de | ciclo celular. Las células MA-10 fueron
incubadas en medio sin suero por 36 horas para establecer un estado de quiescencia, luego fueron
estimuladas para reentrar al ciclo celular en forma sincronizada por agregado de suero. (A) ARN total
(20ng) extraido de células a partir de los tiempos indicados fueron analizados por Northern blot con
las sondas marcadas con P*? indicadas en el margen izquierdo. (B) Niveles de proteina p19 a lo largo
del ciclo. p19 fue inmunoprecipitada a partir de las diferentes muestras y los complejos inmunes
analizados por Western blot. Se muestra una banda representativa de nivel de carga de proteinas en
la inmunoprecipitacion. B-tub, B-tubulina; CB, coomasie blue (C) Las fases y la duracion del ciclo
celular fueron determinadas mediante citometria de flujo. En la tabla se indica la cantidad de células

en porcentaje.
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1.2 La expresion de pl19INK4d es inducida por radi acion UV

La hipotesis de este trabajo sugiere la participacién de pl19 en la respuesta celular
disparada por dafio genotoxico. Si esta hipotesis resultara correcta, una de las
posibilidades que surge es la de un cambio en los niveles de expresién de pl9 luego
de inducir el dafio al ADN, hecho que fue descripto para una amplia gama de

proteinas, como por ejemplo p21Cipl (Fotedar et al., 2004).

Como primer abordaje, utilizamos radiacién UVC que genera predominantemente
dimeros de pirimidinas de tipo ciclobutano (CPD) y fotoproductos pirimidina (6-4)
pirimidona. Las células MA-10 fueron irradiadas con diferentes dosis de luz UVC (4 , 8
y 12 mJ /cm?) y 24 horas luego del dafio fueron evaluados los niveles de ARNm de
pl9. Encontramos efectivamente que lo niveles de ARNm de pl19 resultan inducidos
por luz UV con un incremento significativo a partir de una dosis de 4 mJ/ cm? (Figura
2). Como control de la efectividad del dafio evaluamos los niveles de ARNm de
p21Cipl, observando, como era esperado, un incremento significativo en funciéon del

dafio aplicado.

Evaluamos ademas, la induccidon de pl19 en funcién del tiempo, a las 12, 24 y 48
horas luego de la irradiacion con UV. Observamos un aumento transitorio en los
niveles de ARNm de pl9 entre las 12 y 24 horas posteriores al dafio y que

correlacionan con un aumento en los niveles proteicos de la misma (Figura 3Ay B).

Con el objeto de determinar si el efecto de UV es un evento general y no una
observacion de esta linea celular en particular, estudiamos la expresién de pl9 en
otras lineas celulares de distinto origen. En este estudio empleamos cultivos primarios
de células de Leydig de rata, fibroblastos de hamster BHK-21 y fibroblastos humanos
WI-38. Para los tres tipos celulares, se observé induccion de pl19 con una dosis de 4

mJ/cm? (Figura 4)

Estos resultados demuestran que la expresion de pl9 es inducida en respuesta al
dafio genotéxico provocado por luz UV, sugieren que este aumento estaria dado por
una regulacién a nivel transcripcional y que representa un respuesta celular general

no ligada a un tipo celular especifico.
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Figura 2 . Efecto de la dosis de radiacion UV en la expresion de pl9. Células MA-10 fueron
irradiadas con las dosis de UV indicadas y cosechadas luego de 24 horas de irradiacion. ARN total (20
ng) de los lisados celulares fueron analizados por Northern blot con las sondas marcadas con 2P

indicadas en el margen izquierdo. La figura es representativa de 2 ensayos independientes.
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Figura 3. Expresion de pl9 en funcion del tiempo lu ego de dafo por UV. (A) Células MA-10
fueron irradiadas con 8 mJ/cm? de UV y cosechadas luego de 24 horas del dafio. ARN total (20 pg) de
los lisados celulares fue analizado por Northern blot con las sondas marcadas con P*? indicadas en el
margen izquierdo. (B) La expresidn de la proteina p19 fue analizada por Western blot. La figura es

representativa de 2 ensayos independientes.
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Figura 4. Induccién de la expresion de pl9 por UV e n distintos tipos celulares. Cultivos

primarios de células de Leydig, células BHK-21 y WI-38 fueron irradiados o no con 8 mJ/cm? de UV y
luego de 24 horas fueron cosechadas. ARN total (2 Opg) de los lisados celulares fueron analizados por
Northern blot con las sondas marcadas con 3*?P indicadas en el margen izquierdo. La figura es

representativa de 2 ensayos independientes.

1.3 pl9 esla tnica INK4 cuya ex presién es inducida por radiacion UV

Nos preguntamos luego si el efecto de UV sobre pl9 seria particular de este
inhibidor o una caracteristica también de los demas miembros de la familia INK4. Para
estudiar este punto, células MA-10 fueron irradiadas con una dosis de 8 mJ/cm? de UV
y, en alicuotas tomadas 12, 24 y 48 horas luego del dafio, se determinaron los niveles
de ARNm de los cuatro miembros de la familia INK4 por Northern Blot. Los resultados
muestran que ninguno de los restantes inhibidores, pl5, pl6 6 pl8, varian su

expresion en respuesta al dafio (Figura 5).

Estos resultados describen a p19 como el Unico miembro de la familia INK4 cuya

expresion es inducida por dafio genotoxico generado por radiacion UV.
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Figura 5. p19 es el Unico miembro de la fa milia INK4 que induce su expresion por UV.
Células MA-10 fueron irradiadas con 8 mJ/cm? de UV y cosechadas luego de 24 horas de irradiacion.
ARN total (20 ng) de los lisados celulares fue analizado por Northern blot con las sondas marcadas

con *?Pindicadas en el margen izquierdo. La figura es representativa de 2 ensayos independientes.
1.4 p1l9 participa en la reparacion del ADN

Uno de los principales mecanismos de defensa que se dispara en respuesta al
dafio por agentes genotéxicos como la radiaciéon UV es la activacién de las vias de
reparacién del ADN (Guan et al., 1996). En base a los resultados descriptos en las
figuras anteriores postulamos que pl9, inducida luego de dafio genotéxico, podria

participar en algiin mecanismo de reparacion en respuesta al dafo.

1.4.1 Ensayo de reparacion del ADN por HCR

Como primer enfoque para analizar esta hip6tesis utilizamos el ensayo de Host
Cell Reactivation (HCR). En este ensayo se mide la capacidad de las células de reparar
un ADN dafiado agregado exdgenamente. La cantidad de ADN dafiado que la célula
puede reparar (0 reactivar) puede ser medida a través de la cuantificacion de un gen
reportero. En nuestro estudio, utilizamos como ADN exdégeno el plasmido pCMVCAT
que contiene la secuencia que codifica para la enzima cloranfenicol acetiltransferasa
(CAT) rio abajo del promotor constitutivo y fuerte citomegalovirus (CMV). Para definir
la dosis de UV mas adecuada para dafiar el plasmido realizamos una curva de dosis

aplicando 3 energias distintas de UV (16, 32 o 64 mJ/cm?). Estos plasmidos dafiados
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fueron luego transfectados en células MA-10 y 72 horas luego de la transfecciéon las

muestras fueron recolectadas y la actividad CAT evaluada.

En primer lugar, confirmamos que el tratamiento con UV ejercia un dafio efectivo
en el ADN ya que la expresién de CAT cuantificada 72 horas luego de la transfeccién
mostré una disminucién en funciéon de la dosis de UV aplicada (Figura 6 ). La dosis
que seleccionamos para continuar con estos ensayos fue de 32 mJcm?. Esta dosis
mostré una actividad disminuida en un 50% respecto del pldsmido no dafiado (Figura
6) considerandola una diferencia adecuada para evaluar cambios en la habilidad de
reparacion de las células en los diferentes tratamientos y sin ser una dosis demasiado

alta que afectara el plasmido de modo irreversible.
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Figura 6. La dosis de 32 mJ/ cm 2 de UV sobre el plasmido pCMVCAT es adecuada para s u
uso en HCR. Células MA-10 fueron co-transfectadas con el plasmido pCMVCAT previamente irradiado
0 no con distintas dosis de UV y el vector de referencia pCMVBgal. La expresion de CAT fue
cuantificada 36 horas luego de la transfeccion y relativizada con la expresion de p-galactosidasa. La

figura muestra la media + D.E. de los valores obtenidos en dos ensayos independientes por triplicado.

Una vez definida la dosis a utilizar para dafiar el plasmido, establecimos el tiempo
post-transfeccién necesario para evaluar la actividad de CAT. Hicimos una curva de
tiempo transfectando las células con el vector dafiado con 32 mJdcm? de UV y
evaluamos actividad a las 24, 36, 48 y 72 horas post-transfeccion (Figura 7A). Se
observa, nuevamente, que el plasmido resulté efectivamente dafiado ya que, a las 24
horas, la actividad CAT es menor en el vector irradiado con UV respecto del vector
control. Por otro lado, la reparacion del dafio resulta evidente dado que la velocidad
con la que aumenta la actividad de CAT del ADN dafiado es mayor que la del ADN
control (Figura 7B). El aumento mas pronunciado en la actividad relativa de CAT del

vector con dafio indica que, no solo esta actividad aumenta por acumulacién en el
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tiempo de la enzima, sino también por la reparacion o reactivacion de las secuencias
CAT dafiadas que ahora también expresan la proteina. Elegimos el tiempo de 48 horas
para evaluar este ensayo en los experimentos siguientes, donde resulta evidente la
actividad de reparacion sobre el ADN exdégeno. Concluimos, ademas, que las células

de Leydig MA-10 son un sistema adecuado para evaluar reparacién de fotolesiones por
HCR.
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Figura 7. Eleccién del tiempo posterior a la transfeccion para medir actividad de CAT.

Células MA-10 co-transfectadas con el plasmido pCMVCAT previamente irradiado o no con 32 mJ/cm?
de UV y pCMVpgal sobre las cuales (A) la actividad de CAT fue determinada a distintos tiempos luego
de la transfeccion y relativizada con la expresion de B-galactosidasa. (B) El resultado de (A) fue
expresado como porcentaje de la actividad de la muestra de 24 horas sin dafio, el cual fue
establecido como 100. Cada punto representa el promedio + S.E.M. de dos experimentos

independientes realizados por duplicado.
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Definidos los parametros para evaluar reparacion por HCR en células de Leydig
MA-10, buscamos analizar si la capacidad de las células de reparar el ADN resulta
alterada por modificaciones en los niveles de la proteina pl19. Observamos que la
cotransfecciéon de un vector de expresion de pl9 con el plasmido pCMVCAT dafiado
aumenta significativamente, y en forma dosis dependiente la actividad relativa de CAT
respecto a las células transfectadas solo con pCMVCAT irradiado, sugiriendo que la
habilidad de reparar el ADN es fuertemente incrementada por pl19 (Figura 8). Por el
contrario, cuando los niveles endégenos de p19 fueron disminuidos por expresiéon del
ADNc de pl9 en direccién antisentido o por oligonucleétidos antisentido de esta
proteina, se observdé una disminucidon significativa de los niveles de reparacién en

comparacion con las células con niveles basales de p19.

Estos resultados apoyan la hipoétesis de la participaciéon de pl9 en la reparacion

del dafio inducido por UV.
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Figura 8. Diferentes niveles de p19 modifica n la capacidad de las células de reparar un

plasmido dafiado. (A) Ensayos de HCR se realizaron en células MA-10 transfectadas con 4 pg
de plasmido pCMVCAT dafiado o no dafiado por UV (32 mJdcm?) y co-transfectadas con
cantidades crecientes del vector de expresion para el ADNc de pl19 en direccién sentido (pl19S;
2, 4, 8 ug) o antisentido (P19AS; 4 pg) o con un oligonucleétido de p19 antisentido (ASON; 2
uM). Los resultados estan expresados como la actividad relativa de CAT con respecto al vector
reportero no dafiado que fue establecido en un valor de 100. Las barras representan el
promedio + S.E.M. de 3 experimentos diferentes hechos por duplicado. El Test de Student fue

utilizado para comparar la muestras transfectadas dafiadas con las muestra control. (* P<0,05).
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1.4.2 Estudio de la capacidad de reparacion del ADN por UDS

Como ya fue descripto, el mecanismo de reparacién responsable de remover los
aductos generados por UV en el ADN es el mecanismo NER. El mismo comprende dos
vias: la de reparacién acoplada a transcripcion (TCR), generalmente la mas rapida de
las dos, la cual remueve el ADN dafiado de las regiones transcribibles del genoma, y la
reparacion global del genoma (GGR), que elimina el dafio en el resto de la cromatina.
Como el ensayo de HCR involucra reactivacion por la reparacion de un gen
transcripcionalmente activo, entonces, este ensayo principalmente evalla la via de

reparacion TCR cuando se utiliza como dafiador luz UV (Johnson and Latimer, 2005).

Ahora, de modo de evaluar mas en profundidad la participacion de pl9 en este
mecanismo de reparacién, empleamos el ensayo de " Sintesis de ADN No Programada”
(Unscheduled ADN Synthesis, UDS) que mide la capacidad celular de reparacién global
del genoma (GGR) por NER, ademas, de la reparacién por TCR. El término “Sintesis de
ADN No Programada” se emplea para describir la sintesis de ADN que ocurre fuera de
la fase S del ciclo celular, es decir, fuera de la replicacion semiconservativa de ADN.
En este caso, la replicacion evaluada proviene del proceso de reparacion por NER que
involucra la eliminacion de una secuencia de ADN conteniendo la lesién y la sintesis de
un nuevo fragmento sano. Esta sintesis puede ser detectada por incorporacién de

H3-timidina en el ADN, inhibiendo previamente la replicacion.

Para evaluar si la modificacion en los niveles de pl9 afectan la capacidad de las
células de Leydig MA-10 de reparar su propio ADN, originamos en primer lugar,
células MA-10 establemente transfectadas con el ADNc de pl9 en direccidon sentido
(MA-10p19S) para sobreexpresar pl9, 6 antisentido (MA-10p19AS) para disminuir los
niveles de p19. La expresién de pl9 en estas células es inducible y conducida por el
promotor de metalotioneina (MT) por estimulacién con Zn?", el cual nos permite
seleccionar el momento de “encendido y apagado” de la expresion de pl9 o de su
ADNc antisentido. Ademas, establecimos cultivos con el vector vacio para ser
utilizados como controles. Luego del periodo de seleccibn obtuvimos varios clones
independientes que fueron amplificados. Para cada uno de estos clones evaluamos los
niveles de ARNm de p19 por Northern blot luego de 4 horas de induccién por Zn?*
75 uM. El resultado de este anélisis, para el caso de las lineas que sobreexpresan pl19,
mostré que todos, exceptuando el clon 10, expresaron niveles similares de induccién
de pl19 (Figura 9A). Elegimos el clon 14 para los siguientes ensayos. En el caso de los
clones que sobreexpresan el ARNm antisentido de pl9 se observaron mayores
diferencias. Mientras el clon 15 no parecid reducir los niveles de ARNm de p1l9, los

clones 7 y 18 redujeron medianamente estos niveles, y los clones 1, 11, 17 y 21
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redujeron el ARNm de pl19 a niveles indetectables (Figura 9B ). En este caso elegimos

el clon 21 de p19 antisentido para continuar trabajando.

En el andlisis por UDS, las 3 lineas seleccionadas fueron incubadas por 48 horas
en medio con 1% de suero fetal bovino, y en medio libre de arginina, estas
condiciones generan el arresto del ciclo celular necesario para cuantificar la
incorporacién de H3-timidina en los sitios de reparacion sin interferencia de eventos de
replicacién. Durante las Gltimas 4 horas, las células fueron incubadas con Zn?* con el
objeto de inducir la expresion de pl9 o pl9 antisentido. Luego, las células fueron
irradiadas con 8 mJ/cm? de UV e incubadas en medio con H3-timidina por 12 horas,
momento en el cual fueron cosechadas y la incorporacibn de marca radiactiva
cuantificada. Observamos que la linea MA-10p19S duplic6é la incorporacién de marca
radiactiva en el ADN respecto de las células que contienen el vector vacio (MA10-
empty), reflejando un aumento en la sintesis de ADN y consecuentemente en la
capacidad de reparacion de esta linea (Figura 10A). Por el contrario, la sintesis de
ADN disminuy6 significativamente en las células MA-10p19AS dafiadas por UV. Es
importante destacar que estos resultados no solo demuestran que la sobreexpresién
de pl19 mejora la capacidad de las células de reparar el ADN, sino también que los
niveles endégenos de pl19 son cruciales para alcanzar una respuesta completa al dafio
al ADN, indicado por la reduccién significativa en la capacidad de reparacion de la
linea MA-10p19AS.

Figura 9. Anélisis de la
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Figura 10. La capacidad de las células MA-1 0 de reparar el ADN es dependiente de los

niveles de pl9. Las lineas celulares indicadas fueron mantenidas en medio libre de arginina
conteniendo 1% de suero fetal bovino durante 48 horas, e incubadas con 75 uM de ZnSO, durante las
altimas 4 horas. Luego de este tiempo, las células fueron irradiadas con 8 mJcm? de UV, incubadas
con 1 mCi [*H]timidina y los lisados celulares analizados por ensayos de sintesis de ADN no
programada (UDS) a diferentes tiempos. La figura muestra la media + S.E.M de los valores obtenidos
en 3 ensayos independientes por triplicado. El Test de Student fue utilizado para comparar las
muestras de MA-10p19S y MA-10pl9AS tratadas con UV respecto a la linea transfectada
establemente con el vector vacio, MA-10empty, a las 12 horas (*P<0,05). ARN total fue purificado de
las células irradiadas o no irradiadas y sujeto a Northern blot utilizando una sonda especifica para p19

humano y B- tubulina. La figura es representativa de 3 ensayos independientes.

1.4.3 Analisis de reparacion del ADN por remocié6 n de CPDs

Para confirmar los resultados obtenidos con la aplicacion de la técnica de UDS,
utilizamos un método alternativo para evaluar la reparacion global del genoma. Como
fue mencionado con anterioridad, el dafio por UV induce en el ADN lesiones del tipo
dimeros de pirimidinas, entre otras, que son eliminadas por el mecanismo de
reparacion NER. Evaluamos ahora la capacidad de las células de eliminar estos
dimeros de pirimidina (cyclobutane pyrimidine dimers, CPDs) utilizando un anticuerpo

de reconocimiento especifico para los dimeros formados entre timinas, o entre timinas
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y citosinas. Empleamos las 3 lineas estables ya descriptas para determinar la
capacidad, que tiene cada una de ellas, en la remociéon de CPDs en funcion del tiempo.
Los clones estables derivados de células MA-10 fueron incubados por 4 horas con
Zn?*, irradiados con una dosis de UV de 8mJ/cm? y luego incubados a diferentes
tiempos para permitir la reparacién. EI ADN de las células dafiadas fue aislado y
examinado para determinar la presencia de lesiones CPDs por inmunoslot blot, usando
un anticuerpo especifico para las estructuras mencionadas. La cantidad inicial de
dafio, determinada por la banda del tiempo cero en las muestras irradiadas, fue
aproximadamente igual en las 3 lineas celulares evaluadas. Observamos que, en las
células MA-10empty, el 40% del dafio inicial resulta removido luego de 12 horas de
generado. Por su parte, en la linea MA-10p19S se observa una tasa de reparacion
[lamativamente mas veloz, alcanzando el mismo nivel de reparacion 4 horas antes que
la linea control (Figura 11 Ay B). Por el contrario, la linea MA10p19AS present6 una
tasa de reparacion menor, manteniendo un 68% del dafio inicial luego de 12 horas. En
este mismo tiempo, las células control disminuyeron los niveles de dafio a un 58%, y

la linea con sobreexpresién de pl9 observé la mayor tasa de reparacion con un 38%
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Figura 11. pl9 es necesaria para una elimin acion mas eficiente de las lesiones CPD. Se

evalué la presencia de lesiones CPD en lineas celulares MA-10empty, MA-10S 6 MA-10p19AS. Las
células fueron incubadas por 4 horas en medio con 75 puM de ZnSO, antes de la irradiacion UV y
mantenidas en este medio hasta que las muestras fueron recolectadas. El ADN de las células dafiadas
fue aislado a los tiempos indicados y examinados para la presencia de lesiones CPD por inmunoslot-
blot usando un anticuerpo especifico para estas estructuras. El panel izquierdo muestra una fotografia
representativa de tres experimentos independientes con resultados similares y el panel derecho indica
el porcentaje de lesiones CPD que permanecen en las muestras a los tiempos indicados. La figura

muestra la media + S.E.M de los valores obtenidos en 3 ensayos independientes.
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1.4.4 Ensayo del Cometa

Por dltimo, en esta serie de estudios realizados para establecer la participacién de
pl9 en los mecanismos de reparacion del ADN, utilizamos el Ensayo del Cometa
(Comet Assay). Este ensayo permite estudiar reparacién del ADN a nivel de células
individuales empleando la variante denominada “ensayo del cometa a pH alcalino”.
Luego de radiacién UV roturas simple cadena ocurren en el ADN como parte del
proceso de reparaciéon de la via NER. Este mecanismo de reparacién implica la incision
a cada lado de la lesion, la remocién de una simple hebra de 24-32 nucleétidos de
largo conteniendo el dafio y la reconstitucion de la doble hebra por la ADN polimerasa
(Sancar et al., 2004). A tiempos cortos, la radiacibn UV no produce directamente
roturas simple o doble cadena, por lo tanto el largo de los cometas refleja el nivel de
las roturas de cadena asociadas a la escision del dafio y dan cuenta del nivel de

reparacion.

Brevemente, el ensayo del Cometa consiste en preparar una suspension de células
en agarosa de bajo punto de fusién y construir, con esta suspensiéon, minigeles sobre
portaobjetos. Las células contenidas y fijadas en los minigeles son lisadas en
condiciones de alta concentracion salina de modo de permitir la liberacion del ADN.
Luego, los minigeles son sujetos a incubacién en condiciones alcalinas (pH aproximado
a 12,1) para permitir el desenrollamiento y desnaturalizaciéon del ADN y la liberacion
de las roturas simple cadena. El siguiente paso consiste en realizar una electroforesis
en condiciones también alcalinas para impulsar la migracién de los extremos de las
roturas simple cadena. Finalizada la electroforesis, los minigeles son neutralizados y
tefiidos (con bromuro de etidio, por ejemplo) para ser evaluados por microscopia de
fluorescencia. Las células luego de concluido este proceso, tienen la apariencia de un
cometa, asemejando la regién nuclear de la célula a la cabeza y la cola del cometa a

la regién conteniendo las hebras simple cadena que migraron en la electroforesis.

Para evaluar el efecto de pl9 sobre la reparacion a nivel de células individuales
por ensayo del cometa, se utilizaron las lineas estables MA-10p19empty, MA10p19S y
MA10-p19AS. Las células fueron incubadas con Zn?" por 4 horas antes de generar el
dafio y, a diferentes tiempos post UV, se recolectaron muestras de cada linea celular.
Aproximadamente 10.000 células por muestra fueron embebidas en agarosa de bajo
punto de fusidn para generar los minigeles. Luego de la desnhaturalizacion de las
hebras de ADN en solucion alcalina, la electroforesis procedié6 por 20 minutos. Los
minigeles fueron lavados con una solucion de neutralizacién y tefiidos con bromuro de
etidio. Las fotos tomadas fueron analizadas por el programa CASP (Comet Asssay

Software Project) que evalla varios pardmetros de los cometas, entre ellos el llamado
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“Momento de la Cola” (Tail Moment). El momento de la cola es definido como el
producto entre el largo de la cola y la fraccién del ADN total en la misma. El valor de
este parametro se relaciona con la capacidad de reparacién, cuanto mayor sea el

momento de la cola, mayores los niveles de reparaciéon del ADN en la célula evaluada.

Los resultados en la Tabla 1 muestran que luego de 45 minutos de dafio por UV,
las células sobreexpresando pl19, MA-10p19S, observaron un aumento de 2,7 veces
en el momento de la cola en contraste con las células control MA-10empty. Estos
valores indican un nivel de reparacion mas eficiente de las células MA-10p19S. La
linea pMTp19AS mostré una disminucién leve pero significativa en el momento de la
cola en el mismo tiempo. Aln més, el 90% de las células analizadas para la linea MA-
10p19S a los 45 minutos de aplicado el dafio, muestran valores significativamente
mayores que los observados para el tiempo 0, en comparacién con el 38% y el 46%

para las células MA-10empty y MA-10p19AS.

Nuevamente, estos resultados contribuyen con la hipétesis que postula a pl9
como participante en los mecanismos involucrados en la reparacion de ADN por luz
UV. En la Figura 12 se observan fotografias representativas de los resultados

expresados en la Tabla 1.

Tabla 1. Momento de la cola de las lineas célulares MA-10 dafiadas

Linea Tiempo luego de la radiacion UV
Celular 0 45 20
MA-10empty 5.7+0.38 9.9+0.68 10.1+0.50
MA-10p19S 4.94£0.40 27.4+0.88 * 9.0+0.54
MA-10p19AS 5.4+0.34 7.5+0.44 * 7.1+£0.4

Los resultados representan la media + S.E.M.

Se analizaron 100 células / minigel en tres minigeles por tratamiento.
El test de Student fue utilizado para comparar las lineas MA-10p19S
y MA-10p19AS con MA-10empty (* p < 0.01)
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Figura 12. Andlisis de la capacidad de repa racion del ADN de las lineas MA-10p19S y MA-

pl9AS por ensayo del Cometa. Las células fueron plagueadas en cajas de 35 mm, incubadas con
75 uM de ZnSO, por 4 horas y luego dafiadas por UV. A diferentes tiempos luego del dafio, muestras
de cada linea celular fueron recolectadas y 10.000 células por muestra fueron embebidas en agarosa
Low Melting generando un minigel. El nivel de roturas simple cadena asociado a la reparacion del ADN
fue evaluado a diferentes tiempos por el ensayo del cometa. Los cometas fueron evaluados por

microscopia de fluorescencia. Las fotos tomadas fueron analizadas por el programa CASP.

1.5 pl9 confiere mayor resist encia a la irradiacién por UV

Los resultados descriptos hasta ahora sugieren que pl9 estaria involucrada en la
capacidad de las células de reparar eficientemente el ADN luego de dafio por UV tanto
en la reparacion por las vias TC-NER como por GG-NER. Hemos mencionado, ademas,
que la respuesta celular al dafio consiste, primariamente, en activar mecanismos de
reparacion del genoma con el propdsito de eliminar las lesiones. Sin embargo,
dependiendo de la extension del dafo inflingido y de la capacidad de la célula de
repararlo, se activan simultdneamente mecanismos de muerte de modo de eliminar,
de forma directa, la célula afectada. Postulamos entonces que, si p1l9 desempefia una
funcién en los mecanismos de reparacion, variaciones en los niveles de p19 afectarian

la supervivencia celular al dafio genotoxico.

Para estudiar si la regulacién positiva o negativa de pl9 tiene algun significado

biolégico y juega un rol funcional en la respuesta celular a la injuria genotoéxica,
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analizamos en primer lugar la supervivencia celular en las lineas estables mediante el
ensayo de MTT (Bromuro de 3-[4,5 dimetiltiazol-2-yl]-2,5-difeniltetrazolio).
Brevemente, este es un ensayo colorimétrico que cuantifica la reducciéon del MTT por
la mitocondria de células viables en cristales insolubles de color morado. El color es
evaluado por espectrofotometria y se obtiene una relacion lineal entre el nUmero de
células y la absorbancia medida. También puede ser empleado para evaluar muerte

celular mediada por agentes dafiadores del ADN (Plumb, 2004).

En este ensayo evaluamos la viabilidad celular durante varios dias luego de la
aplicacién de luz UV, como forma de estimar proliferacion celular luego de dafio
genotéxico. Para inducir la expresiéon de pl9 en direccidon sentido y antisentido, y asi
modular los niveles de p19, el Zn** fue agregado al medio de cultivo 4 horas antes de
irradiar con UV y hasta 24 horas posteriores al dafio. Cumplido este tiempo la
induccion fue detenida para evitar que la sobreexpresion de pl9 arrestara las células
en la fase G1 e impidiera la proliferacién. Consideramos que de existir un efecto de
pl9 sobre la supervivencia celular éste estaria dado por la capacidad de reparacion del
dafio en las primeras horas de generado, momento en el cual esta proteina cumpliria

su funcioén.

En primer lugar, descartamos cualquier efecto deletéreo del ZnSO, sobre la
viabilidad celular (Figura 13A, linea MA-10 empty y MA-10 empty+2ZnSQ,). Por otro
lado, comparamos la proliferacion de las lineas celulares entre si, encontrando que
cada una de ellas tienen diferente potencial de proliferacién (Figura 13A). La linea
MA-10p19AS tiene una tasa de proliferacion mayor que la linea control.
Contrariamente, la tasa de proliferacion en la linea MA-10p19S es significativamente
menor que la linea MA-10empty. Estas diferencias pueden explicarse teniendo en
cuenta la funcién inhibitoria de p19 sobre CDK4/6, la sobreexpresién de pl9 actuaria
inhibiendo la proliferacién celular mientras que la disminucién en la expresion de pl19

ejerceria el efecto inverso.

Finalmente analizamos la capacidad de estas tres lineas de sobrevivir y proliferar
luego del dafio (Figura 13B). Observamos que a partir del dia 3 post UV el niumero
relativo de células viables de la linea MA-10p19S es significativamente mayor a los
valores hallados para las células MA-10empty y, ademas, esta diferencia es mantenida
hasta el dltimo dia del ensayo. Podemos notar que, luego de 6 dias de aplicado el
tratamiento, las células MA-10p19S presentan un aumento en el nimero de células
viables del 21% respecto de las células de la linea control. Por otro lado, la linea
MA-10p19AS result6 significativamente més sensible al dafio que las células control. Al
igual que en la linea MA-10p19S, desde el tercer dia post-dafio se muestran

diferencias significativas respecto a las células MA-10empty, alcanzando en el dia 6 un
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namero relativo de células viables 20% menor. A partir de estos resultados podemos
describir un efecto “protector” de pl9 sobre la viabilidad celular post dafio,
observando no solo que la sobreexpresion de pl9 mejora sensiblemente este
parametro sino que también los niveles enddgenos de esta proteina ejercen un efecto
positivo sobre la supervivencia. Si bien, en la linea MA-10empty los niveles de p19 son
inducidos por efecto de la irradiacion UV, las diferencias observadas con la linea
MA-10p19S resaltan la capacidad de resistencia que confiere la presencia de altos

niveles de p19 en el momento de la injuria.

Estos datos resultan aln mas llamativos al recordar que en ausencia de dafio, las
3 lineas celulares tienen diferentes tasas de proliferacién, siendo MA-10p19S la de

proliferacion mas lenta.

800 - * Figura 13. La viabilidad luego
de dafio por uv esté
influenciada por los niveles de
pl9 en la célula. La viabilidad
celular fue evaluada en células

MA-10p19S, MA-10p19AS y MA-

# relativo de células

10empty durante 6 dias sin dafio

(A) y luego de irradiaciéon con UV

(4 mJcm?) mediante analisis de

MTT (B). Cada punto representa

B el promedio * S.EM. de 3
300 - . .
experimentos diferentes hechos
por quintuplicado. En (A y B) el
test de Student fue utilizado para
comparar las células MA-10p19S 6
MA-10p19AS con MA-10empty

(*P<0,01).

# relativo de células

—=— MA-10empty —O— MA-10empty+Zn?*

—e— MA-10p195+Zn®* —&— MA-10p19AS+Zn®*
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Para analizar en mayor profundidad los efectos a largo plazo y la relevancia
fisiologica de pl9 en la supervivencia celular se emplearon las diferentes lineas
celulares en ensayos clonogénicos. El ensayo clonogénico se utiliza para evaluar
supervivencia celular y se basa en la habilidad de una Unica célula de generar una
colonia de por lo menos 50 células. Este método permite estudiar muerte celular
causada por un amplio niumero de agentes citotoxicos. Las células tratadas y diluidas
adecuadamente son incubadas de 1 a 3 semanas para permitir la formacion de las

colonias (Franken et al., 2006).

En primer lugar evaluamos si el ZnSO,, utilizado para inducir el promotor de
metalotioneina, modificaba la capacidad de las células de formar colonias (Figura
14A). No observamos ninguna diferencia significativa entre las células tratadas con
ZnS0O, indicando que las tres lineas celulares poseen capacidad similar de formar

colonias bajo estas condiciones.

El protocolo de agregado de ZnSO, fue igual al utilizado para medir los ensayos de
viabilidad y proliferacion celular por MTT. Se emplearon diferentes dosis de radiacion
UV, entre 1 y 8 mJcm?, y las células fueron crecidas por un periodo de 10 dias antes
del anédlisis. Lo primero que podemos observar es que la irradiacion con dosis
crecientes de UV produjo una disminucion en la capacidad formadora de colonias en
las 3 lineas celulares indicando, como era de esperar, toxicidad celular significativa del
dafiador utilizado (Figura 14B). En cuanto a las curvas de respuesta a diferentes
dosis de UV de las lineas celulares vemos que difieren significativamente dependiendo
de los niveles de pl9 expresados en cada una. Claramente, lo primero que podemos
notar es la diferencia significativa en la sobrevida entre la linea celular MA-10p19S y
MA-10p19empty luego de ser irradiadas con 4mJ/cm? de luz UV. Mientras que la linea
MA-10pl19empty conserva un valor de sobrevida del 38%, este aumenta a un 63% en
la linea MA-10p19S. De estos resultados podemos concluir que la muerte celular es
reducida significativamente en las células que al momento del dafio expresan pl9 en
altos niveles. Sumado a estos resultados, podemos también observar que las células
deficientes en p19 al momento de producir la lesién disminuyen abruptamente, casi en

un 80%, su resistencia a la luz UV aln a la dosis méas baja ensayada.

Todos los resultados descriptos en este punto indican que los niveles de pl19
influencian la sensibilidad de las células al dafio por radiacién UV, y que la presencia

de pl19 confiere una ventaja notable en la resistencia al estrés genotdxico.
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Figura 14. La supervivencia luego de dafio por UV es ta influenciada por los niveles de

expresion de pl19. La viabilidad celular por ensayo clonogénico fue evaluada en células MA-10p19S,
MA-10p19AS y MA-10empty durante 10 dias con o sin tratamiento de ZnSO, (A) 6 con tratamiento
de ZnSO, y después de la irradiacion con diferentes dosis de UV (B). En B Los resultados estan
expresados como porcentaje del nimero de colonias con respecto a las células no tratadas, el cual
fue establecido con el valor de 100. Cada punto representa el promedio + S.E.M. de 3 experimentos

independientes por sextuplicado. Test de Student (*P<0,01).
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1.6 La deficiencia de p19 aument a la frecuencia de aberraciones

cromosémicas

La estabilidad genémica es de fundamental importancia para la supervivencia y
para la ejecucion de las funciones vitales de todos los organismos. Fallas en el
funcionamiento de los procesos que normalmente mantienen la integridad del genoma
pueden conducir a la generacion de aberraciones cromosémicas y aumentar la
predisposicién al cancer. Las aberraciones cromos6micas se generan cuando el ADN
por alguna causa, como puede ser la accion de un agente genotéxico, sufre roturas en
diferentes puntos y los extremos de estas roturas se unen defectuosamente dando
patrones diferentes a su arreglo original. Estas estructuras aberrantes se hacen
evidentes cuando la célula progresa a través de la fase S y la mitosis. La evaluacién
de los cromosomas en metafase pueden revelar varios tipos de estructuras diferentes,
como los cromosomas dicéntricos o trirradiales, intercambios entre crométides o entre
cromosomas, cromosomas en forma de anillos, roturas cromosdmicas y puentes

cromosOmicos, entre otras (Chipchase and Melton, 2002).

Hasta aqui fue demostrado que pl9 participa de la reparaciéon eficiente del dafio
por UV y que la supervivencia celular se correlaciona con los niveles de pl9 al
momento de la injuria. Ahora planteamos que si pl9 cumple una funcién en la
reparacion del ADN, las lineas celulares que expresen esta proteina tendran, ademas,

una mayor capacidad para mantener la integridad del genoma.

Para estudiar este punto realizamos un analisis cromosémico, en las 3 lineas
celulares derivadas de MA-10 y que expresan niveles aumentados, deficientes o
normales de pl19, luego de la irradiacidn con luz UV. Se evaluaron las siguientes
caracteristicas: el niumero de metafases con aberraciones, el nimero total de
aberraciones, el nUmero de aberraciones cromosémicas por metafase y finalmente el
namero de metafases con alto nivel de dafio (con mas de 5 estructuras aberrantes).
Este estudio fue realizado en colaboracion con la Dra. Marcela Gonzalez Cid,
integrante del Instituto de Investigaciones Hematol6gicas de la Academia Nacional de

Medicina.

De los resultados obtenidos podemos concluir que, luego del dafio, en las células
MA-10p19AS el porcentaje de metafases con aberraciones (principalmente roturas e
intercambio entre crométides y cromosomas) es un 20% mas alto en comparacién con
la linea MA-10empty (Tabla 2). La sensibilidad mas elevada de las células
MA-10p19AS fue notoria no sb6lo en la mayor cantidad de células anormales sino

también en la cantidad total de aberraciones cromosomicas. Por el contrario, las
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células MA-10p19S irradiadas con UV muestran una disminucion del 23% en el
namero de metafases aberrantes en relacién con las células MA-10empty control
(Tabla 2).

Es interesante destacar que las células que tienen niveles de pl9 reducidos
muestran un 50% mas de metafases con aberraciones como de aberraciones totales,
en claro contraste con las células que expresan niveles altos de p19 al momento del
dafio. Mas aun, el numero de células con alto nivel de dafio (més de 5 aberraciones
por metafase) es un 33% mas alto en la linea MA-10pl19AS respecto a
MA-10p19S. Es importante destacar que las células dafiadas fuertemente son
eliminadas diferencialmente por apoptosis, y dado que, luego de la exposicién a UV las
células MA-10p19AS son mas sensibles a la muerte celular, es légico pensar que la
cantidad de aberraciones cromosOmicas observadas en estas células esta
subestimadas y por lo tanto las diferencias observadas entre las lineas celulares

pueden ser alin mayores.

La sensibilidad de las células MA-10p19AS a la radiacién UV indica que estas
células no son capaces de mantener correctamente la integridad del genoma. Esta
evidencia sugiere que, aun en ausencia de agentes externos, la estabilidad del
genoma en esta linea podria estar afectada. Analizamos, entonces, la frecuencia de
aberraciones cromosémicas en las 3 lineas en ausencia de factores dafiadores
externos. El andlisis citogenético revelé un nivel de metafases con aberraciones
cromosOmicas espontaneas en la linea MA-10p19AS que casi alcanza un 50% mas que

el encontrado para la linea control (Tabla 2).

Para concluir, en nuestra opinion estos datos muestran un efecto adn mas
interesante de pl9 demostrando que la expresién de esta proteina es esencial para
mantener la estabilidad cromosémica y consecuentemente la integridad global del

genoma.

Tabla 2. Frecuencia de Aberraciones Cromosdmicas

Linea uv Metafases con Aberraciones Aberraciones por Células con
Celular ml/cm  Aberraciones (%)? Totales Metafaseb alto Dafioc
MA-10empty I 19(6) 22 0.073 £ 0.005
MA-10p19S i 15(5) 26 0.086 = 0.008
MA-10p19AS - 26(9) 33 0.110 £ 0.005=
MA-10empty 8 180(60) 339 1.130 £0.170 41
MA-10p19S 8 141(47) 265 %= 0.883 +0.154 35
MA-10p19AS 8 215(72) 413 =+ 1.377 £ 0.343 49

@ Cada valor fue obtenido en el anélisis de 300 metafases.

b media + S.E.

€ Células con mas de cinco aberraciones (roturas, intercambios, etc).
* test de Student (p>0.01)

** Wilcoxon test (p<0.033)
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En la Figura 15 se muestran fotografias representativas de los resultados

expresados en la Tabla 2

MA-10empty

MA-10empty + UV

MA-10p19S + UV

MA-10p19AS + UV

Figura 15. p19 en el mantenimiento de la integridad del genoma . Se muestran las metafases

de células no irradiadas (MA-10 empty) o irradiadas (UV) de las lineas celulares clonales expresando

diferentes niveles de p19. La induccion del promotor de metalotioneina fue iniciada 4 horas antes del

dafio por UV. Cuarenta y ocho horas después del dafio, las células fueron arrestadas en metafase con

colchicina, fijadas, y visualizadas por tincion con Giemsa. Las flechas indican diferentes tipos de

aberraciones cromosémicas.
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1.7 pl9 participa de la reparacion del ADN en form a independiente de

su funcién inhibitoria del ciclo celular

pl19, al igual que los otros miembros de la familia INK4, se une a las quinasas
CDK4 o CDK®6 inhibiendo la progresiéon del ciclo celular cuando es sobreexpresada. Por
otro lado, la reparacién del ADN requiere de tiempo suficiente para eliminar el dafio.
Entonces es légico pensar que la sobreexpresion de pl19 al conducir a la inhibicién de
la proliferaciéon permitiria aumentar el tiempo de reparacidon y consecuentemente la

eficiencia de la reparacién.

Para evaluar este punto, utilizamos un aminoacido vegetal llamado mimosina que
arresta los cultivos celulares en un punto discreto de la fase G1 tardia. En principio
evaluamos la efectividad de este inductor para arrestar el ciclo celular realizando un
andlisis de incorporacion de °H-timidina (Figura 16A). Células MA-10 fueron
transfectadas con un vector de expresién para pl9 o tratadas con mimosina por un
periodo de 24 h. Como se puede observar, la mimosina tiene la capacidad de inhibir el
ciclo celular al mismo nivel que p19. Si la sobreexpresidon de pl19, entonces, mejora la
reparacion debido a permitirle a las células mayor tiempo de reparacion, mimosina, al
imitar el efecto inhibitorio de p19, deberia alcanzar los mismos niveles de reparacion.
Para estudiar este punto realizamos ensayos de HCR (Figura 16B). Podemos ver que
mimosina, a pesar de inhibir la proliferacion celular al igual que p19, no aumenta los
niveles de reparacion del ADN significativamente. En este sentido, mimosina no imita

el efecto de p19 sobre la reparacion.

Estos resultados sugieren que la sobreexpresion de pl9 mejora la reparacion del
ADN dafiado por UV por un mecanismo diferente de aquella funcion relacionada con la

inhibicién del ciclo celular.

Si esta hipoétesis es correcta, es légico pensar que pl9 no requeriria de la
interaccion con CDK4 para ejercer su funcién sobre la reparacién. Para probar esta
cuestion se realizaron ensayos de HCR en células MA-10 co-expresando CDK4 salvaje
0 una version mutante CDK4R24C y un vector de expresion de pl19 (Figura 17) . Esta
mutante de CDK4 tiene una mutaciéon puntual (el cambo de arginina por cisteina en la
posicion 24) en el primer exén codificante, dando expresién a un proteina con
actividad quinasa completa pero sin capacidad de unién a las proteinas INK4, y en

consecuencia no pudiendo ser inhibida (Sotillo et al., 2001).

Analizando los resultados observamos que, cuando pl9 es expresada junto con
CDK4 salvaje, la habilidad de esta INK4 de aumentar la reparacion del ADN se ve

significativamente disminuida. CDK4 salvaje actuaria en este caso secuestrando p19 e
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impidiendo su funcién en la reparaciéon. Por otro lado, cuando pl9 es co-expresada
con la mutante CDK4R24C, se observan valores de reactivaciéon del gen reportero CAT
significativamente mayores al tratamiento control sin pl19, similares a los encontrados

para la sobreexpresion de p19 sola.

Estos resultados proponen un mecanismo por el cual pl9 participaria en la
reparacion del ADN de forma independiente de la interaccibn con CDK4 vy
consecuentemente de modo independiente de su funciébn como inhibidor del ciclo

celular (en la Figura 40 se profundiza en este estudio).

A Figura 16. pl19 participa en la reparacion
125 - T del ADN independientemente de su
100 _ funcién inhibitoria del ciclo celular. (A)

,E Mimosina imita el efecto de la sobreexpresion
[7]
‘é 75 - * de pl9 en el arresto celular. Células MA-10
a *
o fueron transfectadas con 2 ng del vector de
< s0- * T [ y N .
£ — expresion codificando pl9 en direccién
a8
© 25 - sentido (p19S) o antisentido (p19AS) o un
oligonucle6tido antisentido de p19 (ASON, 2
0
ée, q@ v? é}e 5; ‘ mM) junto con 0,5 nug de puroBABE. Luego de
&£ Q S £ 24 horas  fueron seleccionadas con
& Q &

puromicina. 24 horas més tarde 500 uM de
mimosina fue agregada en los tratamientos
P19- e o= A greg
indicados y la incubacion procedi6 por 24
horas méas en presencia de puromicina. Todos
& é\s I los cultivos fueron incubados con 1 uCi

[H®timidina y su incorporacién evaluada 6

B horas mas tarde. Las barras representan la
1257 media + S.E.M. de 3 experimentos hechos

= 100 - * por duplicado. EI ARN total fue extraido de
g-g los cultivos sefialados y sujeto a Northern
85 75- T blot. (B) Ensayo de HCR. Células MA-10
EE —_ fueron transfectadas con el plasmido
55 50 - pCMVCAT y co-transfectadas con un vector
Efg -y de expresion para pl9 en direcciéon sentido
= (p19S, 4 pg) 6 incubada con 500 pM de
0 ,  Mmimosina por 24 horas. Los resultados estan

uv - + + + expresados como la actividad relativa de CAT

,g} ,3" ‘.jns con respecto al vector reportero no dafiado,

¢9¢ N é‘g el cual fue establecido con un valor

de 100. El test de Student fue utilizado para

comparar los diferentes tratamientos con las células control no tratadas (* P<0,05).
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*

s/daiio

100 - == T

50 - T T

Actividad CAT relativa
(unidades arbitrarias)

Figura 17. p19 participa en la reparacién de | ADN independientemente de su funcién como

regulador del ciclo celular. Células MA-10 fueron transfectadas con 4ug de plasmido pCMVCAT
dafiado o no dafiado (32 mJ/cm?) y co-transfectado con un vector de expresién codificando para p19
en direccion sentido (p19S, 4 ug) y/o CDK4 (4 ug), y/o CDK4R24C (4 ug) como se indica en la figura.
La actividad CAT fue medida 48 horas luego de la transfeccién. Los resultados estan expresados como
la actividad relativa de CAT con respecto al vector reportero no dafiado, el cual fue establecido con
un valor de 100. El test de Student fue utilizado para comparar las muestras co-transfectadas con
alguna version de CDK4 y pl9S con las muestras transfectadas solo con la CDK4 respectiva

(*P<0,05).
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Capitulo 2: Mecanismo de activacién de p19I1NK4d fre nte a

dafio genotodxico.

Las modificaciones post-traduccionales juegan un papel importante en la
coordinacion de la respuesta celular al dafio en el ADN. Evidencias recientes sugieren
una interaccién entre multiples modificaciones, incluyendo fosforilacién,
ubiquitinacion, acetilacién y sumoilacion, las cuales se combinan para propagar la
sefial del dafio y ejecutar el arresto del ciclo celular, la reparacion del ADN, la
apoptosis y la senescencia (Bode and Dong, 2004; Toledo and Wahl, 2006).
Modificaciones post-traduccionales especificas permiten un control temporal y espacial
sobre la relocalizacion, interaccion y la activacidon o inhibicién de funciones protéicas.
Estas modificaciones permiten ademas la amplificacion de la sefial del dafio que

constituye un paso necesario para el mantenimiento de la estabilidad gen6mica.

Hasta aqui hemos demostrado que pl1l9 tiene una funcién, no relacionada con la
inhibicién del ciclo celular, involucrada en la respuesta celular al dafio ejecutada frente

al tratamiento con UV como agente genotdéxico.

Como hemos mencionado con anterioridad en la introduccién de este trabajo, se
ha descripto que la respuesta al dafio al ADN estda mediada por una cascada de
sefiales conducida principalmente por eventos de fosforilacion de la que participan

proteinas sensoras, mediadoras, transductoras y efectoras de la respuesta.

En esta segunda parte del trabajo planteamos que, si p19 presenta una funcién
ligada al mantenimiento de la estabilidad del genoma, formando parte de la respuesta
celular al dafio al ADN, entonces es posible que esta funcién esté regulada por
modificaciones post-traduccionales como los eventos de fosforilacién. En este segundo

capitulo enfocamos el estudio sobre p19 en este sentido.
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2.1 pl9 es fosforilada en respuesta al dafio genot  éxico

Un trabajo reciente basado en técnicas de proteémica a gran escala ha
identificado méas de 700 proteinas que resultan fosforiladas en respuesta al dafio.
Estos resultados revelan una red intrincada de proteinas que es orquestada y regulada
por este tipo de modificacion post-traduccional (Matsuoka et al., 2007). Con el objeto
de determinar si pl9 pertenece a esta red de proteinas evaluamos, en primer lugar, si
es fosforilada in vivo en respuesta a la accidon de diversos genotéxicos. Para ello, se

realizaron ensayos de marcacion metabdlica.

El estudio fue conducido en la linea celular humana WI-38 utilizando tres tipos de
agentes genotoxicos diferentes: luz UV, peptido B-amiloide y cisplatino. Las células
fueron incubadas por 3 h con *?P-ortofosfato de sodio, de modo de asegurar la sintesis
de 3’P-ATP, y luego dafiadas con los diferentes agentes genotéxicos. Se tomaron
muestras a diferentes tiempos posteriores al dafio y, en cada una de ellas, pl19 fue
inmunoprecipitada por medio de un anticuerpo monoclonal especifico. Los
inmunoprecipitados fueron resueltos mediante electroforesis en gel de poliacrilamida
desnaturalizante y el gel expuesto a pantallas de almacenamiento de fosforo (storage
phosphor screens). La imagen fue obtenida a través de la utilidad Storm

Phosphoimager Scanner.

A partir de la imagen resultante (Figura 18), podemos decir que pl9 en
condiciones basales, en ausencia de dafio, no se fosforila, al menos en niveles
detectables. Sin embargo, cuando las células son expuestas a radiacion UV, 6
incubadas con cis-platino, 6 con péptido B-amiloide observamos, efectivamente, que
pl9 es fosforilada en todos los tiempos ensayados y al menos hasta las 8 horas

posteriores al dafio se observa fosforilacion.

En vista de la fosforilacién de p19 luego del tratamiento con diversos genotéxicos
y dado que las respuestas al dafio al ADN se activan rapidamente con el objeto de
eliminar la lesidon, realizamos ensayos similares pero a tiempos mas cortos
(Figura 19). En estos ensayos podemos observar que pl9 resulta fosforilada al
menor tiempo estudiado correspondiente a 20 minutos, luego de dafiar los cultivos

celulares con UV.
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control p-amiloide 10uM cisplatino 20uM UV 4ml/cm?
horas 0 2 4 8 0 2 4 8 0 2 4 8 0 2 4 8

P-p19 - & @b W - T W - > @D

IP p19 - R QYA A

—
T S S— e W G S

Figura 18. pl9 es fosforilada en respuesta a dafio genotodxico. Células WI-38 fueron
preincubadas con 0,5 mCi de *2P-ortofosfato de sodio durante 3 horas y tratadas posteriormente con
péptido B-amiloide (10 pM), cisplatino (20 pM) 6 radiacién UV (4 mJ/cm?). Cantidades iguales de
proteinas (100 pg) de las muestras recolectadas a diferentes tiempos luego del dafio fueron
inmunoprecipitadas usando un anticuerpo anti-p19 humano. Los complejos inmunes fueron sujetos a
SDS-PAGE 12% vy la fosforilacién fue analizada a través de la utilidad Storm Phosphoimager Scanner.
Niveles de p19 inmunoprecipitado fueron analizados por Western blot. La figura es representativa de

2 ensayos independientes. (P-p19, pl19 fosforilada; IP pl19, p19 inmunoprecipitada)

UV 4mJ/cm?
minutos 0 20 60 120

P-p19 - W

IPp19 - 7 8 e e

Figura 19. pl9 es fosforilada a tiempo s cortos en respuesta a dafio por UV. Células WI-38
fueron preincubadas con 0,5 mCi de *?P-ortofosfato de sodio durante 3 horas y tratadas
posteriormente con radiacién UV (4 mJcm?). Cantidades iguales de proteinas (100 pg) de las
muestras recolectadas a diferentes tiempos luego del dafio fueron inmunoprecipitadas usando un
anticuerpo anti-p19 humano. Los complejos inmunes fueron sujetos a SDS-PAGE 12% vy la
fosforilacién fue analizada a través de la utilidad Storm Phosphoimager Scanner. Niveles de pl9
inmunoprecipitado fueron analizados por Western blot. La figura es representativa de 2 ensayos

independientes.
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2.2 Prediccion de sitios de fosforilacion en p19

En el punto anterior demostramos que pl9 es fosforilada en respuesta a dafos
que lesionan el ADN. El siguiente objetivo que planteamos consistié en identificar los

sitios de p19 que resultan fosforilados luego del dafio.

Como primer abordaje, empleamos una herramienta informatica predictiva de
sitios potenciales de fosforilacion. La herramienta Netphos 2.0 server permite predecir

sitios potenciales de fosforilacion en residuos de serina, treonina y tirosina.

Luego del analisis de la secuencia de la proteina p19 humana encontramos 4 sitios
con alta probabilidad de ser fosforilados: serina 13 , serina 76, treonina 89 y treonina
141, con los scores respectivos 0.956, 0.975, 0.899 y 0.962 (Figura 20). En el
analisis, ademas, son sefialados otros 2 sitios, serina 66 y serina 73, cuyos scores,
0.626 y 0.573, se encuentran mas cercanos al punto de corte definido en 0.5, lo que

sugiere una menor probabilidad de fosforilacion en los mismos.

Continuamos el andlisis in silico con el objeto de determinar si estos sitios
potenciales de fosforilacibn se encontraban conservados en diferentes especies.
Analizamos la secuencia proteica de 4 especies : Homo sapiens, Mus musculus, Rattus
norvegicus, y Macaca mulatta. Este analisis fue llevado a cabo utilizando el programa
T-Coffee, que permite el alineamiento de multiples secuencias (Figura 21).
Encontramos que los seis sitios con potencial para ser fosforilados (los de alta
probabilidad serinas 13 y 76, y treoninas 89 y 141, y los de probabilidad media
serinas 66 y 73) se encuentran conservados en las cuatro especies de mamiferos

analizadas.

La conservacion de estos sitios entre diferentes especies apoya las predicciones

obtenidas a través de la herramienta Netphos 2.0 server.
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Predicciones en serina

Name Pos Context Score Pred
v
pl9 13 GDRLSGARA 0.956 *S*
pl9 53 MMFGSTAIA 0.002 .
pl9 66 KQGASPNVQ 0.626 *5*
pl9 73 VQDTSGTSP 0.573 *5*
pl9 76 TSGTSPVHD (0.975 *5*
pl9 124 TAVVSFLAA 0.011
plo 130 LAAESDLHR 0.031
Predicciones en treonina
Name Pos Context Score Pred
v
pl9 44 RFGKTALQV 0.115
pl9 54 MFGSTAIAL 0.024
pl9 72 NVQDTSGTS 0.280
pl9 75 DTSGTSPVH 0.181
pl9 84 DAARTGFLD 0.356 .
plo 89 GFLDTLKVL 0.899 *T¥*
pl9 106 VPDGTGALP 0.107
pl9 120 QEGHTAVVS 0.056 .
pl9 141 ARGLTPLEL 0,962 *T*

~

NetPhos 2.0:

predicted phosphorylation sites in Sequence

Serine
Threonine
Tyrasine
Threshold

Phosphorylation potential

40

Figura 20. Analisis de sitios potenciales de fosfor

60

100

Sequence position

ilacion en la proteina pl19.

La secuencia

proteica de pl9 fue analizada a través de la herramienta Netphos 2.0 para determinar los sitios

potenciales de fosforilacion. El punto de corte para este andlisis fue establecido en 0,5.
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T-COFFEE, Version_5.37
Cedric Notredame
CPU TIME:0 sec.

Bao

Homo sapiens

Mus musculus
Rattus norvegicus
Macaca mulatta

cons

Homo sapiens

Mus musculus
Rattus norvegicus
Macaca mulatta

cons

Homo sapiens

Mus musculus
Rattus norvegicus
Macaca mulatta

cons

Homo sapiens

Mus musculus
Rattus norvegicus
Macaca mulatta

cons

Figura 21. Conservacién de los sitios potenc iales de fosforilacion de pl9 en diferentes
especies. Alineamiento de secuencias de pl9 para las especies Homo sapiens, Mus musculus, Rattus

norvegicus y Macaca mulatta. Este analisis fue realizado utilizando el programa T-Coffee.
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2.3 Los sitios serina 76 y treonina 141 son critic os para la

fosforilacién de p19

El analisis in silico predice 6 sitios potenciales de fosforilaciobn en pl19. A
continuacién analizamos si alguno de estos sitios esta involucrado en la fosforilacion
de esta proteina luego de la exposicion a agentes genotéxicos. La estrategia utilizada
consistié en construir mutantes puntuales para cada uno de estos sitios y determinar,

in vivo, si estas mutaciones modifican la capacidad de p19 de ser fosforilada.

Construimos estas mutantes reemplazando los residuos de serina o treonina por
alanina para 5 de estos sitios. No se construydé una mutante para la serina en la
posicion 73 en vista de su baja probabilidad de constitutir un verdadero sitio de
fosforilacién. Las secuencias mutantes de pl9, denominadas mutantes de
fosforilacién, fueron clonadas en el vector pcDNA4 V5/HIS C que expresa la proteina
fusionada al epitope V5. La version pl9 salvaje (p19wt) también fue clonada en este
vector. El epitope V5 resulta Gtil al momento de discriminar entre la proteina

endbégena y la mutante en los ensayos que se describen mas adelante.

La capacidad de estas mutantes de ser fosforiladas se analiz6 por medio de
ensayos de marcacion metabdlica. Cada una de las mutantes de fosforilacion, asi
como la construccion de pl9 salvaje, fueron transfectadas en células BHK-21 y, 24
horas después, incubadas con *?P-ortofosfato siguiendo el protocolo descripto para la
figura 18, a excepcién del anticuerpo utilizado en el paso de inmunoprecipitacion que

fue reemplazado por un anticuerpo contra el epitope V5.

En primer lugar observamos, como era esperable, que pl19wt sobreexpresada no
fue fosforilada en esta linea celular. Por otro lado, la aplicacion de UV como dafador
efectivamente indujo la fosforilaciéon de p1l9wt (Figura 22A). Este comportamiento
concuerda con el observado para pl9 enddgena, concluyendo de estos datos que el

sistema resulta adecuado para este estudio.

Continuando con el andlisis, encontramos que las mutantes en serina 13, 66 y
treonina 89 (pl9S13A, pl9S66A, pl9T89A) son fosforiladas en forma similar entre
ellas y al mismo nivel que p19wt. Sin embargo, el nivel de fosforilacién de la mutante
en treonina 141 (p19T141A) resultdé notablemente disminuido. Aln mas, la version de
pl9 mutada en serina 76 (pl9S76A) perdié por completo la capacidad de ser
fosforilada (Figura 22B). La reduccién o la eliminacion completa de la fosforilacion
estarian indicando que, al mutar la serina 76 o la treonina 141, se han eliminado sitios

efectivos de fosforilacion.
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Concluimos que serina 76 y treonina 141 serian sitios fosforilados en la proteina

pl9 en respuesta a la accién de genotdxicos.

A B

UV 4m3/cm2
>
Ao A
plowt & N bb?‘ ‘10?‘ «%g"‘ 4\?‘
o o o? 9> 9 &)
A AS AS AS N AS AS
uv Q Q Q Q Q Q

- e o -

IP V5-p10 - e — IP V5-p19 - —-— - g

Figura 22. Las mutantes pl19S76A y pl19T141A modifican su capacidad de fosforilacién.

Células BHK-21 fueron transfectadas con pl19wt (A y B) 6 con las mutantes pl19S13A, pl9S66A,
pl9S76A y pl9T141A (B) las cuales son expresadas fusionadas al epitope V5. Veinticuatro horas
luego de la transfeccién fueron preincubadas con 0,5 mCi de *?P-ortofosfato de sodio durante 3 horas
y tratadas posteriormente con radiaciéon UV (4 mJ/cm?). Cantidades iguales de proteinas (200 ug) de
las muestras recolectadas 2 horas luego del dafio fueron inmunoprecipitadas usando un anticuerpo
anti-V5. Los complejos inmunes fueron sujetos a SDS-PAGE 12% vy la fosforilacion fue analizada a
través de la utilidad Storm Phosphoimager Scanner. Niveles de pl9 inmunoprecipitado fueron
analizados por Western blot con un anticuerpo anti-V5. La figura es representativa de 2 ensayos

independientes. (IP V5-p19, p19 fusionada a V5 inmunoprecipitada).

2.4 Prediccion de quinasas responsables de la fos  forilacién de p19

La descripcibn de los aminoacidos serina 76 y treonina 141 como sitios
responsables de la fosforilacién en p19 luego del dafio al ADN, abre el interrogante
sobre las posibles quinasas actuantes sobre ellos. Como primera aproximacién en el
estudio de las quinasas involucradas, utilizamos la herramienta bioinformética
NetphosK 1.0 server. Esta es una herramienta computacional que permite predecir

quinasas especificas para determinados sitios de fosforilacién.

Del resultado de este andlisis observamos que una quinasa de la familia CDK,
CDK5, podria potencialmente fosforilar en la serina 76 y que la proteina quinasa A

(PKA) seria responsable de la fosforilacion en treonina 141 (Tabla 3).
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Tabla 3. Prediccién de proteinas
guinasas

Pos AA Quinasa Score

13 S PKC 0.6055
66 S cdc2 0.5273
75 T cdc2 0.5186
76 S CDK5 0.555

89 T PKC 0.692
130 S CKII  0.5553
141 T  PKA 0.5315

Pos: posicién en la secuencia de p19INK4d
AA: aminoacido

Herramienta utilizada en el analisis:
NetphosK

2.5 PKAy miembros de la familia CDK estan involucrados en la

fosforilacion de p19

El primer paso en el estudio de las quinasas responsables de fosforilar a pl19
consistié en la utilizacidon de inhibidores especificos, para las quinasas obtenidas en el
analisis predictivo, en ensayos de fosforilacion in vivo. En este sentido, se realizaron
transfecciones transitorias de p19wt en células BHK-21. Empleamos dos inhibidores de
quinasas, H-89, especifico de PKA y Roscovitina, un potente inhibidor de CDK1, CDK2,
CDK5 y CDKY. Los inhibidores fueron agregados al medio de cultivo una hora antes de

la induccién del dafo.

Encontramos que la inhibicion de la enzima PKA redujo en gran medida la
fosforilacién de p19wt. Por su parte, el agregado de Roscovitina condujo a la completa
inhibicion de la fosforilacién de esta proteina. Similares resultados fueron obtenidos

con cualquiera de los tres agentes genotéxicos ensayados (Figura 23).

Estos resultados muestran que efectivamente PKA y alguna de las CDKs,
participan del proceso de fosforilacion de pl19. Aln mas, la inhibicién de PKA, resulta
en el mismo patrén de fosforilacion que el observado para la mutante p19T141A (ver
Figura 22 ), y la inhibicién de las CDKs, deriva en la inhibicion total de la fosforilacion

imitando lo ocurrido para la mutante p19S76A.
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Concluimos que tanto PKA como alguna CDK inhibida por Roscovitina, participan
en la fosforilacion de pl19 en respuesta a dafio, siendo la treonina 141 y la serina 76

los sitios potenciales de ser fosforilados por estas quinasas, respectivamente.

UV 4mJ/cm?2 p-amiloide 10uM Cisplatino 20uM
- H89 RSC - H89 RSC - H89 RSC

P-p1o- W - - - - -

IP V5-p19 - T S SRS G N — — ——

Figura 23. PKA y algun miembro de la familia CDK participan en la fosforilacion de p19.

Células BHK-21 fueron transfectadas con pl19wt fusionada al epitope V5. Veinticuatro horas luego de
la transfeccion las células fueron preincubadas con 0,5 mCi de 32p_grtofosfato de sodio durante 3
horas y tratadas posteriormente con péptido B-amiloide (10 uM), cisplatino (20 uM) 6 radiacién UV (4
mJ/cm?). Cantidades iguales de proteinas (200 pg) de las muestras recolectadas 2 horas luego del
dafio fueron inmunoprecipitadas usando un anticuerpo anti-V5. Los complejos inmunes fueron sujetos
a SDS-PAGE 12% vy la fosforilaciéon fue analizada a través de la utilidad Storm Phosphoimager
Scanner. Niveles de p19 inmunoprecipitado fueron analizados por Western blot con un anticuerpo

anti-V5. La figura es representativa de 3 ensayos independientes.

2.6 pl9 es fosforilada en forma secuencial

Hasta aqui demostramos que la eliminacién del sitio serina 76 6 la inhibicion de
las CDKs por Roscovitina, potenciales quinasas actuando sobre este aminoacido,
eliminan por completo la posibilidad de fosforilacion de pl19. Ademas, hemos visto
que, tanto el reemplazo de la treonina 141 como la inhibicibn de PKA, potencial
quinasa de este sitio, disminuyen la fosforilacibn de pl19 aunque sin inhibirla
completamente. Estos resultados nos llevan a plantear como hipétesis una
fosforilacién secuencial de pl19 en respuesta a dafio. En primer lugar pl9 seria
fosforilada en serina 76 por alguna de las CDKs mencionadas, siendo este primer
evento necesario para permitir una segunda fosforilacion esta vez en el sitio treonina

141 y en un proceso catalizado por PKA.

Para estudiar mas en profundidad esta hip6tesis, empleamos ensayos de
marcacion metabdlica sobre las mutantes de fosforilacion de p19 utilizando ahora los

inhibidores de PKA y CDKs. Sumamos una nueva mutante al estudio, denominada
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pl9ANKIless, en la cual fue eliminado el dltimo dominio ankirina conteniendo la
treonina 141. El ultimo dominio ankirina en pl19 es el que presenta menor homologia
de secuencia con el resto de las INK4 (Figura 37 ) por lo que pensamos que en él

podria residir en parte el comportamiento diferencial de p19 en la reparacion.

En la Figura 24 podemos observar que, como fue descripto anteriormente, la
sefial de fosforilacion para pl9wt disminuye pronunciadamente cuando se trata a las
células con el inhibidor de PKA. Sin embargo, cuando las células transfectadas con las
mutantes de treonina 141 (p19T141A y p19ANKIess) son incubadas con H-89, ningln
cambio es observado en el estatus de fosforilacion para los dos genotdxicos
evaluados. Esta ultima observacion nos lleva a concluir que no hay en pl9 otro sitio
diferente a treonina 141 que involucre la fosforilacion por PKA. Por otro lado, cuando
se utiliza el inhibidor Roscovitina, la fosforilacion es completamente inhibida en las

mutantes en treonina 141.

Como era de esperar, para las mutantes en serina 76 (p19S76A, p19S76T141A)
no se detecto fosforilacién por UV ni tampoco por péptido B-amiloide, alin en ausencia

de inhibidores.

Estos resultados apoyan la idea de la fosforilacion secuencial de p1l9 mediada por
agentes genotoéxicos, en la cual seria necesaria, en primer lugar la fosforilacion por
alguna CDK en serina 76, para que luego pudiera ocurrir la segunda fosforilacién en

treonina 141 por la enzima PKA.
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Figura 24. Fosforilacion secuencial de p19.  Células BHK-21 fueron transfectadas con p19wt 6 con
las mutantes pl19S13A, pl9S66A, pl9S76A y pl9T141A (A y B) las cuales son expresadas
fusionadas al epitope V5. Veinticuatro horas luego de la transfeccion fueron preincubadas con 0,5 mCi
de *2p-ortofosfato de sodio durante 3 horas. Una hora antes del dafio las células fueron tratadas con
los inhibidores H-89 (1 M) inhibidor de PKA y roscovitina (10 uM), inhibidor de CDKs.
Posteriormente, fueron dafiadas con (A) radiaciéon UV (4 mJ/cm?) 6 (B) péptido B-amiloide (10 puM).
Cantidades iguales de proteinas (200 pug) de las muestras recolectadas 2 horas luego del dafio fueron
inmunoprecipitadas usando un anticuerpo anti-V5. Los complejos inmunes fueron sujetos a SDS-
PAGE 12% vy la fosforilacion fue analizada a través de la utilidad Storm Phosphoimager Scanner.
Niveles de p19 inmunoprecipitado fueron analizados por Western blot con un anticuerpo anti-V5. La

figura es representativa de 3 ensayos independientes.

2.7 Simulacion de fosfor ilacién secuencial en pl19

En vista de los resultados descriptos, nuestro siguiente objetivo consistié en
evaluar mediante simulacion in silico las consecuencias estructurales que ocurririan en
pl9 en respuesta a las modificaciones post-traduccionales postuladas, para finalmente
contrastar este resultado con la hipotesis de secuencialidad planteada a partir del
anédlisis in vivo. Para ello, empleamos una técnica computacional, llamada Dindmica
Molecular (MD, por Molecular Dynamics), simulando la fosforilacion secuencial en p19.
Este estudio se realiz6 en colaboracion con el Dr. Marcelo Marti integrante del

Laboratorio de Biologia Estructural del Depto. de Quimica Biolégica, FCEyN-UBA.
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La MD es una técnica de simulacién molecular en la cual la evoluciéon temporal de
un grupo de atomos que interactdan puede ser seguida mediante la integracién de sus
ecuaciones de movimiento (Beard and Schlick, 2001). Comenzamos el analisis de p19
estudiando, en principio, su estructura sin tener en cuenta las modificaciones post-
traduccionales a través del programa VMD (Visual Molecular Dynamics). La proteina
pl9 esta formada por 5 repeticiones de motivos ankirina de aproximadamente 30 a 35
residuos aminoacidicos. Cada repeticion consiste en un motivo estructural tipo
horquillas B (#~hairpin) seguido de 2 «a-hélices antiparalelas cada una de,
aproximadamente, 10 residuos aminoacidicos (Figura 25). La primera repeticion
carece del phairpin inicial. Se observé que pl19 es una molécula de alta rigidez de
acuerdo a lo indicado por el valor de RMSF menor a 2 (RMSF, Root Mean Square
Fluctuation). Este parametro es utilizado como indicador de flexibilidad. Regiones
parcialmente flexibles se encuentran en los 4 giros tipo S-hairpin y entre las hélices | y
Il en la quinta repeticién anquirina. El analisis detallado de los residuos postulados de
ser fosforilados muestra que el grupo hidroxilo de la serina 76 se encuentra formando
enlaces tipo puentes de hidréogeno entre el grupo carbonilo de la valina 69 o el
nitrégeno en posicion & de la histidina 79. El hidroxilo en la treonina 141 forma
puentes de hidrégeno con el carboxilo del acido glutdmico (Glu) en posicién 144 y éste

a su vez interactua fuertemente con la arginina (Arg) 135.

Figura 25. Esquema de la estructura de pl9 formada por 5 repeticiones de motivos

ankirina.

La comparacion directa entre las estructuras promedio de p19 y p19 fosforilada en

serina 76 (P-pl9), realizada a través del programa AMBER, muestra que dichas
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estructuras son muy similares con un valor total de RMSD de 2,03 (RMSD, Root Mean
Square Deviation). Este parametro es utilizado como medida numérica de las
diferencias entre 2 estructuras, es la medida de la distancia promedio entre los
esqueletos carbonados superpuestos de las proteinas analizadas (Figura 26A). Sin
embargo, la simulacién de la fosforilacion en serina 76, postulada como la primera en
ocurrir, produce un aumento marcado en la movilidad del motivo fhairpin de la
tercera repeticidon ankirina, donde se encuentra serina 76, y también en el de la cuarta
repeticién. En la estructura de pl9 ambos hairpins se encuentran cercanos entre si
pero la presencia del grupo fosfato separa estas estructuras. Un incremento en la
movilidad, también se observa en el motivo phairpin del quinto dominio ankirina
donde se posiciona la treonina 141. Diferencias menores se observan también en el

giro entre las hélices | y Il de este Gltimo dominio.

El grupo fosfato en serina 76 se observa solvatado y formando un enlace
altamente estable con el grupo amino de la asparagina 68. Las interacciones en

treonina 141 no se modifican respecto de las observadas para pl9 sin fosforilar.

Por otro lado, cuando se simula la fosforilacion de los dos residuos serina 76 y
treonina 141 (PP-pl19), la movilidad es muy similar a la observada para P-pl9. La
comparacion directa entre las estructuras de P-pl9 y PP-pl9 muestra, como era
esperado, que las principales diferencias se encuentran en el quinto dominio ankirina
donde esta localizada la treonina 141 (Figura 26B). La presencia del grupo fosfato
rompe la interaccion entre Arg 135 y Glu 144. El aminoacido Glu 144 es alejado y se

establece, entonces, una fuerte interaccion entre Arg 135 y el grupo fosfato.

Los resultados de este analisis sugieren que la fosforilacién en serina 76 podria
conducir a cambios conformacionales del tercer al quinto motivo ankirina en esta
molécula. Llamativamente, en este ultimo motivo, los cambios son observados en la
region que contiene a la treonina 141. Postulamos que estos cambios
conformacionales generados por la fosforilacion en serina 76 podrian permitir la
interaccion entre pl9 y una segunda quinasa, probablemente PKA, que actue sobre el
sitio treonina 141. Finalmente, los cambios observados por esta segunda fosforilacion
podrian favorecer interacciones con otras proteinas ligadas a la funcion de p19 en la

reparacion del ADN.
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Figura 26. Simulacion de la fosforilacién de pl19 en serina 76 y treonina 141. (A) Distancia-
CA entre las estructuras promedio de pl19 y p19 fosforilada en serina 76 (P-p19). Comparacion entre
las estructuras de pl9 (celeste) y P-pl19 (rojo) en serina76. (B) Distancia-CA entre las estructuras
promedio de P-p19 y pl19 fosforilada en serina 76 y treonina 141 (PP-p19). Comparacion entre las

estructuras de P-p19 (rojo) y PP-p19 (amarillo).

2.8 CDK2 esta involucrada en la fosforilacién de pl19

En las figuras 23 y 24 demostramos, utilizando un inhibidor especifico para ciertos
miembros de la familia CDK, que alguna de estas enzimas esta relacionada con la
fosforilaciéon de pl9. Por otro lado, la prediccion de quinasas con potencial para
fosforilar p19 mostréo a CDK5 como candidata a fosforilar esta proteina en serina 76

(Tabla 3). CDK5 es una serina treonina quinasa con alto grado de homologia con
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CDK1 y CDK2 (Meyerson et al., 1992). La expresion de CDK5 es principalmente
abundante en el sistema nervioso central adulto, se observa en un nivel intermedio en
testiculo y a bajo niveles o de forma indetectable en otros tejidos (Tsai et al., 1994).
En cuanto a la actividad de CDK5, solo a sido descripta en cerebro y no se ha
encontrado actividad en lineas celulares de otros tejidos a pesar de contar con alta
expresion de CDK5 (Tsai et al., 1994). Este hecho se debe a que la activacion de
CDK5 depende de la presencia de su subunidad regulatoria p35 la cual tiene un patrén
de expresion especifico de neuronas. En base a estos datos, y teniendo en cuenta que
en los modelos celulares en dénde fue evaluada la fosforilacién, hasta aqui al menos,
no fue reportada la expresion de p35, lo cual excluiria la participacion de CDKS5,
decidimos evaluar si CDK1 y/o CDK2 podrian estar implicadas en la fosforilacion de
pl9. Tanto CDK1 como CDK2 comparten la misma secuencia consenso de fosforilacion
gue CDKS5, la cual esta constituida por una serina 0 treonina seguida por una prolina y
un aminoé&cido basico en la posicion +3, es decir, (S/T) PX (K/H/R) (Songyang et al.,
1994; Songyang et al.,, 1996). La secuencia de pl9 en la regiéon de serina 76,
potencial aminoacido fosforilado por CDKs, tiene un consenso perfecto para estas

quinasas constituido por la secuencia S PV H (Figura 20 A).

En primer lugar, buscamos disminuir la expresion de CDK1 o de CDK2 a través de
la utilizacion de un oligonucle6tido antisentido especifico para sus secuencias (ASCDK1
y ASCDK?2). La efectividad del oligonucleétido disefiado para cada una fue evaluada en
la linea celular WI-38. Las células fueron transfectadas con estos oligonucleétidos, 24
horas antes de la recoleccion de las muestras. Observamos que los niveles de ARNm
de CDK1 y CDK2 resultaron disminuidos en los tratamientos con ASCDK1 y ASCDK2
respectivamente, considerandolos entonces como adecuados para continuar con los

siguientes ensayos (Figura 27).
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Figura 27. Disminuciéon de los niveles de CDK1 y CDK 2 utilizando oligonucleétidos

antisentido especificos. Células WI-28 fueron transfectadas o no con un oligonucléotido antisentido
especifico para CDK1 6 CDK2 (ASCDK1 y ASCDK2) 6 con un oligonucleotido inespecifico (AScontrol).
24 horas luego de la transfeccidn las células fueron irradiadas o no con UV (4 mJ/cm?) y las muestras
recolectadas en los tiempo indicados. ARN total (20ug) fueron analizados por Northern blot con las
sondas marcadas con *?P indicadas en el margen izquierdo. La figura es representativa de 2 ensayos

independientes.

Estudiamos, luego, si la disminucién en los niveles de CDK1 o CDK2 mostraba
algun efecto sobre la fosforilacion de pl19 enddégena. Nuevamente, el oligonucleétido
contra las CDKs fue transfectado 24 horas antes de comenzar el ensayo de
fosforilaciéon in vivo. Analizando los resultados podemos ver que, el empleo de
ASCDK2, disminuye sensiblemente los niveles de fosforilacién de p19 (Figura 28) . La
inhibicién incompleta del proceso de fosforilacion, en este caso, podria explicarse
sefialando que los niveles proteicos de CDK2 no fueron disminuidos en su totalidad por
esta técnica. Por otro lado, el oligonucleétido ASCDK1 no tuvo efecto sobre la
fosforilacién. Sin embargo, no podemos descartar su participaciéon en la fosforilacion
de pl9 a partir de este resultado. CDK1 tiene actividad principalmente en las fases
G2/M. Estos ensayos fueron realizados en células asincronicas, por lo cual la poblacién
de células en estas fases es baja. Por lo tanto, si CDK2 y CDK1 estuvieran realmente
fosforilando a p19, la disminucion en los niveles de CDK1 podria no afectar la
fosforilacién observada del inhibidor. La actividad de CDK2, en mayor proporcidon en
las células asincrénicas, podria ocultar el cambio en la fosforilacién de p19 dado por el
empleo del oligonucleétido ASCDKL1. Este punto sera desarrollado mas profundamente

en la discusién de este trabajo.
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Concluimos de esa figura que CDK2 efectivamente participa de la fosforilacion de
pl9 en respuesta a luz UV. Por otro lado, la participacion de CDK1 mediante esta

estrategia deberia ser evaluada nuevamente en poblaciones de células sincronizadas.
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Figura 28. CDK2 participa en la fosforilaciéon de p19 . Células WI-28 fueron transfectadas o no
con un oligonucléotido antisentido especifico para CDK1 6 CDK2 (ASCDK1 y ASCDK2) & con
oligonucledtido inespecifico (AScontrol). Veinticuatro horas luego de la transfeccion fueron
preincubadas con 0,5 mCi de 32p_ortofosfato de sodio durante 3 horas. Posteriormente, fueron
dafiadas o no con radiacién UV (4 mJ cm?). Cantidades iguales de proteinas (150 pg) de las muestras
recolectadas 2 horas luego del dafio fueron inmunoprecipitadas usando un anticuerpo anti-pl19
humano. Los complejos inmunes fueron sujetos a SDS-PAGE 12% vy la fosforilacion fue analizada a
través de la utilidad Storm Phosphoimager Scanner. Los extractos utilizados en la
inmunoprecipitacion fueron analizados por Western Blot para las proteinas indicadas. La figura es

representativa de 3 ensayos independientes.

2.9 CDK2 y CDK5 tienen la capaci dad de fosforilar en forma directa a
pl9

Continuamos evaluando la posibilidad de que p19 estuviera siendo fosforilada en
forma directa por las CDKs antes mencionadas, CDK2 y CDK5. Comenzamos con
ensayos de fosforilacion in vitro empleando péptidos de p19 conteniendo el sitio serina
76 potencialmente fosforilable por estas quinasas (p-S76: RGTSPVHDAART). Para ello
se utilizaron células HEK-293T que fueron irradiadas con luz UV. Treinta minutos
después las células fueron recolectadas y se prepararon extractos. CDK2 fue

inmunoprecipitada con un anticuerpo especifico a partir de dichos extractos.
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Del mismo modo, CDK5 fue inmunoprecipitada a partir de células SH-SY5Y de
neuroblastoma en las cuales fue reportada su actividad (Sharma M. et. Al., 2002). Los
inmunoprecipitados fueron incubados junto con los péptidos en un buffer de reaccion
adecuado conteniendo y **P-ATP, a 30 °C y por 30 minutos. El volumen total, luego
de la reaccion, fue sembrado en papel de fosfocelulosa y la marca radioactiva medida
a través de un contador de centelleo. Como control de la actividad de las enzimas
inmunprecipitadas se utiliz6 un péptido de histona H1 conteniendo una secuencia
consenso para CDKs (p-H1l: PKTPKKAKKL) dado que las diferentes variantes de
histona 1 (H1) poseen varios sitios consenso para estas quinasas (Talasz et al., 1996).
Los altos niveles de marca radioactiva en las muestras del péptido H1 muestran que
las quinasas inmunoprecipitadas se encontraban activas bajo las condiciones del
ensayo (Figura 29 Ay B). Los resultados obtenidos para el péptido S76, cuando es
incubado tanto con CDK2 como con CDK5, muestran altos niveles de incorporacion de
%2p en el mismo. Este hecho sefiala que el péptido de p19 efectivamente puede ser

fosforilado por ambas quinasas estudiadas.
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Figura 29. CDK2 y CDK5 fosforilan en forma directa un péptido de pl9. Ensayos de
fosforilacién in vitro de un péptido de pl19 conteniendo el sitio definido de fosforilacion serina 76 (p-
S76). Células HEK-293T fueron irradiadas con luz UV y 30 minutos luego del dafio se prepararon
extractos a partir de los cuales fue inmunoprecipitada CDK2. Del mismo modo, CDK5 fue
inmunoprecipitada a partir de células SH-SY5Y. Otro péptido conteniendo un sitio de fosforilacién para
CDK correspondiente a la proteina H1 fue utilizado como control de actividad de las quinasas. Los
inmunoprecipitados de CDK2 (A) y CDK5 (B) fueron incubados junto con los péptidos en un buffer de
reaccion adecuado conteniendo *?ATP, a 30 °C y por 30 minutos. El volumen total de reaccién fue
absorbido en papel de fosfocelulosa y la marca radiactiva medida a través de un contador de
centelleo. La figura muestra la media + DE de los valores obtenidos en dos ensayos independientes

por triplicado.
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Los resultados observados con la aplicacién de esta primera estrategia apoyan la

posibilidad de la accién directa de CDK2 o CDK5 sobre el sitio serina 76 en p19.

Ahondando en este punto, realizamos ensayos de fosforilacién in vitro con las
quinasas CDK2 y CDK5 pero ahora sobre la proteina pl19 entera. Para esto, en primer
lugar expresamos y purificamos la proteina recombinante GST-pl19 (Figura 30 Ay
B). Una vez purificada esta proteina realizamos ensayos de fosforilacion in vitro
obteniendo CDK2 6 CDK5 tal como fue descripto para la Figura 29. Observamos que
cuando GST-pl9 es incubada con CDK2, se obtiene una banda de fosforilacion
correspondiente al peso molecular de GST-pl9. Un resultado similar se obtiene
cuando la quinasa utilizada en la incubacion es CDK5 (Figura 31 Ay B ). Histona H1
fue empleada como control de la actividad de las enzimas. Concluimos que, tanto
CDK2 como CDKS5, son capaces de fosforilar in vitro a p19 y que el motivo que incluye

el sitio serina 76 seria el sustrato de estas quinasas.
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Figura 30. Induccion y purificaciéon de GST-pl19. (A) Cultivos de bacterias BL21(DE3)pLys GST-
p19 fueron incubados con IPTG (0,4 mM) a 37 °C por 4 horas para inducir la expresién de GST-p19.
Muestras a diferentes tiempos de incubacion (15 pl) fueron tomadas y analizadas por SDS-PAGE 12%
y tinciéon por Coomasie Blue para verificar la induccion. La purificacion de GST-pl19 fue realizada a
través de una resina de intercambio con glutation segln el protocolo descripto por el frabricante
(SIGMA). (B) Muestras de los eluidos de esta purificacion (10 pl) fueron analizados por SDS-PAGE

12% y tefiidos con Coomasie Blue.
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Figura 31. Fosforil acién de GST-p19 por CDK2 y CDK5. Ensayos de fosforilacién in vitro de GST-
pl9 por CDK2 y CDK5. Células HEK-293T fueron irradiadas con luz UV y 30 minutos luego del dafio se
prepararon extractos a partir de los cuales fue inmunoprecipitada CDK2. Del mismo modo, CDK5 fue
inmunoprecipitada a partir de células SH-SY5Y. Muestras sin el agregado de anticuerpo para
inmunoprecipitar también fueron preparadas. Histona H1 fue utilizada como control de actividad de
las quinasas. Los inmunoprecipitados de CDK2 (A) y CDK5 (B) fueron incubados junto con GST,
GST-pl9 6 Histona H1. Como control, GST-p19 también fue incubada con las muestras precipitadas
sin anticuerpo. La reaccién fue realizada en un buffer de reaccién adecuado conteniendo *?ATP, a
30°C y por 30 minutos. Finalizada la reaccion las muestras fueron separadas por SDS-PAGE 12% vy la
fosforilacion en el gel fue analizada a través de la utilidad Storm Phosphoimager Scanner. La figura es

representativa de tres ensayos independientes.

2.10 PKA puede fosforilar en forma directa a p19

En experimentos anteriores hemos demostrado que PKA participa de la

fosforilacién de pl19 en respuesta a dafio genotéxico y postulamos que la fosforilacion
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dependiente de esta quinasa ocurriria en la treonina 141. Buscamos entonces evaluar
si PKA tiene capacidad de fosforilar directamente a p19. Empleamos, en primer lugar,
el ensayo de fosforilacion in vitro descripto para la figura 29, que implica la utilizacién
de péptidos con residuos potenciales de ser fosforilados. En este caso, la secuencia de
pl9 a estudiar consisti6 en un péptido conteniendo la treonina 141 (p-T141:
RDARGLTPLELA). Se utiliz6 la subunidad catalitica de PKA (PKAc) purificada de
corazon bovino vy liofilizada (cedida gentilmente por la Dra. Silvia Rossi, del
Laboratorio de Biologia Molecular, FCEN-UBA). Cémo control de la actividad de la
enzima se utilizé un péptido sustrato de PKA denominado kémptido. El kémptido es un
heptapéptido derivado del sitio de fosforilacién de la piruvato quinasa en higado y
cuya secuencia es la siguiente: Leu-Arg-Arg-Ala-Ser-Leu-Gly. PKAc y los péptidos
fueron incubados en un buffer de reaccién adecuado conteniendo y **P-ATP, a 30 °Cy
por 30 minutos. El volumen total, luego de la reaccién fue sembrado en papel de
fosfocelulosa y la marca radioactiva contenida en los papeles medida a través de un

contador de centelleo.

El resultado de este ensayo muestra altos niveles de marca radioactiva en la
muestra del kémptido corroborando la actividad de PKAc bajo las condiciones del
ensayo (Figura 32 ). Encontramos que el péptido T141 también tiene altos niveles de
incorporacién de 2P al ser incubado con PKAc. Esta observacién demuestra que esta
secuencia de pl9 efectivamente puede ser fosforilada por la enzima. Este resultado
apoya la posibilidad de una actividad directa de PKA sobre el sitio treonina 141 en
pl9.

Profundizando en el estudio de la fosforilacion directa de p1l9 por PKA, realizamos
ensayos de fosforilacion in vitro con la subunidad catalitica de la quinasa PKA pero
ahora sobre la proteina pl9 entera (Figura 33 ). Al igual que para el caso del estudio
de las CDKs, utilizamos en este punto la proteina recombinante GST-pl9.
Encontramos que cuando GST-pl9 es incubada con PKAc en condiciones adecuadas
esta proteina resulta fosforilada. No se observa fosforilaciéon para GST sola incubada
con PKAc. Mas aun, la fosforilacion en GST-p19 resulta especifica de PKAc puesto que
la incubacion con H89 la inhibe por completo. Como control de actividad de la enzima

utilizamos la proteina CREB

Estos resultados, en conjunto, sefialan que PKA es capaz de fosforilar in vitro a

pl9 y que el motivo que incluye el sitio treonina 141 seria el sustrato de esta quinasa.
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Figura 32. PKA fosforila en forma directa un péptid o de pl9. Ensayos de fosforilacion in vitro
de un péptido de pl9 conteniendo el sitio definido de fosforilacion treonina 141 (p-T141). Otro
péptido conteniendo un sitio de fosforilacion para PKA (Kémptido) fue utilizado como control de
actividad de la quinasa. PKAc purificada de corazon bovino fue incubada con los péptidos en un buffer
de reaccién adecuado conteniendo *2ATP, a 30 °C y por 30 minutos. El volumen total de reaccién fue
absorbido en papel de fosfocelulosa y la marca radiactiva medida a través de un contador de
centelleo. La figura muestra la media + D.E. de los valores obtenidos en dos ensayos independientes

por triplicado.

GST-p19 + + + - -
GST - - -

PKAc - +

H89 - -
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P - GST-p19 - e -49
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-37
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Figura 33. Fosforilacion de GST-pl19 por PKA. Ensayos de fosforilacion in vitro de GST-p19 por
PKAc. PKAc fue incubada o no junto con GST, GST-pl19 6 CREB. H-89 fue agregado a la reaccién en
las muestras indicadas para inhibir la actividad de la enzima PKA. La reaccién fue realizada en un
buffer adecuado conteniendo **ATP, a 30 °C y por 30 minutos. Finalizada la reaccién las muestras
fueron separadas por SDS-PAGE 12% vy la fosforilacion en el gel analizada a través de la utilidad

Storm Phosphoimager Scanner. La figura es representativa de dos ensayos independientes.
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2.11 PKA interacciona con pl19 in vivo

Habiendo demostrado que pl9 puede ser fosforilada directamente por PKAc in
vitro, nos propusimos determinar si estas proteinas podrian interaccionan también in

Vivo.

Para llevar a cabo este punto, realizamos ensayos de co-inmunoprecipitacion en
los cuales se transfectaron, en células BHK-21, vectores de expresion para pl9wt y la
subunidad catalitica de PKA (PKAc). Las células, dafiadas con luz UV 24 horas luego de
la transfeccién, fueron cosechadas y los extractos preparados a los 45 minutos de
aplicado el dafio. Los extractos fueron inmunoprecipitados con el anticuerpo anti-V5 y
los complejos inmunes analizados por Western blot con un anticuerpo anti-PKA
(Figura 34). Podemos observar que PKAc co-inmunoprecipita con V5-pl9,

demostrando que PKA efectivamente interacciona con p19 in vivo post-dafo.

V5-p19  + + -
PKAc + + +
V5 - - +
UV(min) 0 45 45
IP:V5 PKAcC - l . “
Gl e e

WB:PKAc
PKAC - D T T

Input | V5-pl9 - WS s
pf-actina - . —— —

Figura 34. pl9 interacciona con PKA. Células BHK-21 fueron co-transfectadas con pl9wt
fusionada al epitope V5 0 con el vector sin la secuencia de pl19 y con PKAc. Veinticuatro horas
después de la transfeccién las células fueron dafiadas con radiacion UV (4 mJcm?) y las muestras
cosechadas a diferentes tiempos. Cantidades iguales de proteinas (200 pg) de las muestras
recolectadas fueron inmunoprecipitadas usando un anticuerpo anti-V5. Los complejos inmunes fueron
sujetos a SDS-PAGE 12%. La co-inmunoprecipitacion de PKAc y p19wt fue analizada por Western Blot
utilizando un anticuerpo anti-PKAc. Los extractos utilizados en la inmunoprecipitacion fueron
analizados para las proteinas indicadas por Western Blot con un anticuerpo anti-V5, anti-PKAc y anti-

B-actina. La figura es representativa de 3 ensayos independientes.
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2.12 La fosforilacién de p19 luego de dafio genotoxico es iniciada en

el citoplasma

En nuestro laboratorio se ha demostrado que, en condiciones basales, pl9 se
localiza en el citoplasma y que, frente a un dafio en el ADN, es translocada al nlcleo
(Ceruti et al., 2005). Sin embargo, el analisis de la secuencia proteica de pl9 con la
herramienta bioinformatica PSORTII, no identifica la presencia de una sefal de
localizacién nuclear (NLS). En este sentido, la fosforilacién observada en p19 luego de
dafio se presenta como una posible forma de control temporal y espacial de su

relocalizacion.

Comenzamos por analizar el compartimento celular en el cual pl9 es fosforilada
en respuesta a la accién de genotéxicos. Se utilizaron células WI-38 las cuales fueron
marcadas metab6licamente con *?P-ortofosfato, dafiadas con luz UV y cosechadas a
diferentes tiempos luego del dafio (0, 20, 40, 60 y 120 minutos). El fraccionamiento
subcelular se realizé utilizando una solucion hipoténica para obtener la fraccion
citoplasmatica (C) y una solucién de alta concentraciéon salina y agitacion mecéanica en
el caso de la fraccién nuclear (N). La proteina pl19 fue inmunoprecipitada a partir de
las diferentes fracciones y los inmunoprecipitados con marca radiaoctiva analizados

como fue descripto anteriormente.

Encontramos que a partir de los 20 minutos y hasta al menos los 40 minutos
luego del dafo, pl9 fosforilada se encuentra solamente en la fraccién citoplasmatica
(Figura 35A). Sin embargo, alcanzando los 60 minutos, pl19 fosforilada es encontrada
tanto en la fraccidn citoplasmatica como en la nuclear. El mismo patrén se observa a

los 120 minutos de inducido el dafo.

Cuando analizamos la localizacion de la proteina por Western blot, encontramos
que pl9 se encuentra en citoplasma a los 20 minutos de generado el dafio y que,
luego de 60 minutos, la proteina aparece en la fraccion nuclear (Figura 35B). Este
resultado concuerda con la cinética de translocacidon observada en el ensayo de la

fosforilacion.

Estas observaciones nos permiten concluir que la fosforilacién de p19 ocurre, 6 al
menos es iniciada, en el citoplasma y que, luego de ser fosforilada en este
compartimiento, se produce la translocacién nuclear. Este hecho contribuye con la
hipétesis previa que relaciona la translocacion nuclear de pl9 en respuesta al dafio,

con esta modificacidon post-traduccional.
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Figura 35. La fosforilacién de pl19 es al menos inic iada en citoplasma. (A) Células WI-38
fueron preincubadas con 0,5 mCi de *P-ortofosfato de sodio durante 3 horas y tratadas
posteriormente con radiacién UV (4 mJd/cm?). Las muestras fueron cosechadas en los tiempos
indicados y cada una fue sujeta a fraccionamiento subcelular. Cantidades iguales de proteinas (150
png) de las muestras recolectadas a diferentes tiempos luego del dafio fueron inmunoprecipitadas
usando un anticuerpo anti-p19 humano. Los complejos inmunes fueron sujetos a SDS-PAGE 12% vy la
fosforilacién fue analizada a través de la utilidad Storm Phosphoimager Scanner. (B) Células WI-38
fueron irradiadas con UV (4 mJ/cm?) y cosechadas en los tiempos indicados. Cada una fue sujeta a
fraccionamiento subcelular. Las muestras fueron analizadas por Western blot utilizando un anticuerpo
anti-p19 humano. La eficiencia del fraccionamiento subcelular fue evaluada en los extractos con un
anticuerpo anti-GAPDH como marcador de citoplasma y otro anti-histona H3 total como marcador de
nucleo. La figura es representativa de 3 ensayos independientes. (C, citoplasma; N, nucleo; P-pl9,

proteina p19 fosforilada).

2.13 La serina en la posicion 76 es necesaria para la translocacion

nuclear de p19

Los experimentos anteriores no nos permiten definir el papel de ambas
fosforilaciones en la localizacion y translocacién de pl9. Para aclarar este punto
aplicamos una estrategia similar pero utilizando las mutantes de fosforilacion de p19

previamente descriptas.
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A partir del resultado obtenido en la figura anterior, se plantearon varias
posibilidades respecto de la fosforilacién de p19 en los dos sitios serina 76 y treonina
141 y su relacidon con la localizacion subcelular de pl19 luego del dafio genotdxico.
Previamente presentamos evidencias referidas a que pl9 seria fosforilada en forma
secuencial, primero en serina 76 y luego en treonina 141. Una posibilidad consiste en
que la fosforilacién de pl19, tanto en serina 76 como en treonina 141, ocurriera en el
citoplasma y que alguno de estos dos eventos o ambos fueran necesarios para
promover la translocacion al nacleo. Otra posibilidad es que p19 fuera fosforilada en el
citoplasma soélo en serina 76 y que esta modificacion condujera a la translocacién de la
proteina para luego ser fosforilada en treonina 141 en el nudcleo. Por ultimo, podria
ocurrir que ninguna de las dos fosforilaciones sefialadas fueran necesarias para la

relocalizacidon nuclear post-dafio.

Se realizaron ensayos de fosforilacién in vivo transfectando células BHK-21 con
vectores de expresion para pl9wt o pl19T141A. La mutante pl9S76A no puede ser
fosforilada por lo cual, logicamente, fue excluida de este ensayo. Veinticuatro horas
luego de la transfeccion se aplicé el dafio y las muestras fueron recolectadas y
fraccionadas a los 0, 20 y 60 minutos post UV. Las proteinas pl9wt y pl9T141A
fueron inmunoprecipitadas de las fracciones C y N con el anticuerpo contra V5 y los

inmunoprecipitados analizados como fue descripto anteriormente.

Comprobamos que pl9wt sobreexpresada muestra el mismo patrén de
comportamiento que pl9 enddgena: a los 20 minutos se encuentra fosforilada
exclusivamente en citoplasma y luego, a partir de los 60 minutos, se observa

fosforilada también en el nacleo (Figura 36A).

Por su parte, el andlisis de la fosforilacién de p19T141A muestra que esta mutante
no pierde la capacidad de translocacidon nuclear, mostrando marca de fosforilacién a
los 20 minutos Unicamente en citoplasma y, luego, a los 60 minutos también en el
nacleo. Un resultado similar fue obtenido cuando se evalu6 la fosforilaciéon endégena
de pl1l9 en células WI-38 utilizando el inhibidor H89 para inhibir PKA, la quinasa que
fosforilaria en la treonina 141 (Figura 36Ay 36B ).

El andlisis de los niveles proteicos por Western blot se realizé para pl19 enddgena,
pl9wt, p19T141A y ahora si también para pl19S76A (Figura 36A, By C). Como era
de esperar las proteinas p19wt y p19T141A se encuentran en citoplasma al momento
de aplicar el dafio, observandose, a los 60 minutos, un aumento de los niveles
proteicos nucleares. Llamativamente, este aumento en los niveles de proteina en el

nacleo no es observado para p19S76A que no tiene capacidad de fosforilarse.
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Estos resultados nos llevan a concluir dos puntos importantes. Por un lado,
muestran que la mutante pl19T141A se transloca al nlcleo aun sin poder ser
fosforilada en treonina 141 y consecuentemente descartamos este aminoacido como
necesario para el pasaje de p19 al nlcleo. Y por otro, vemos que pl9S76A, incapaz de
ser fosforilada, pierde la relocalizacién nuclear luego del dafio, por lo cual sefialamos
que la fosforilaciéon de pl19, en particular la fosforilacién del sitio serina 76, si tiene un

efecto sobre la translocacién nuclear.
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Figura 36. La fosforilacion en serina 76 es ne cesaria para la translocacion de p19 al nlcleo

en respuesta a dafio. Células BHK-21 fueron transfectadas con pl19wt 6 con p19T141A (A); con
pl9wt (B); 6 con pl9S76A (C). En (A) las células fueron incubadas con 0,5 mCi de *?P-ortofosfato
de sodio durante 3 horas, 24 horas luego de la transfeccion. Posteriormente, fueron dafiadas con UV
(4 mJdcm?). Cantidades iguales de proteinas (200 pg), de las muestras recolectadas en los tiempos
indicados y fraccionadas subcelularmente, fueron inmunoprecipitadas usando un anticuerpo anti-V5.
Los complejos inmunes fueron sujetos a SDS-PAGE 12% vy la fosforilacion fue analizada a través de la
utilidad Storm Phosphoimager Scanner. (B) Las células transfectadas fueron marcadas
metabolicamente como fue descripto para (A) y 1 hora previa al dafio el inhibidor de PKA, H-89 (1
uM), fue agregado al medio de incubacién. Cantidades iguales de proteinas (200 pg), de las muestras
recolectadas en los tiempos indicados y fraccionadas subcelularmente, fueron inmunoprecipitadas
usando un anticuerpo anti-V5. Los complejos inmunes fueron analizados como fue descripto para (A).
(C) Las células transfectadas con p19S76A fueron dafiadas con UV (4 mJ/cm?) y cosechadas en los
tiempos indicados. Cada muestra fue sujeta a fraccionamiento subcelular. (A, B, C) Los extractos
fueron analizados por Western Blot utilizando un anticuerpo anti-V5. La eficiencia del fraccionamiento
subcelular fue evaluada en los extractos con un anticuerpo anti-GAPDH como marcador de citoplasma
y otro anti-histona H3 total como marcador de nucleo. Las figuras son representativas de 3 ensayos

independientes. (C, citoplasma; N, nacleo; P-pl9, proteina pl19 fosforilada)
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Capitulo 3: Relevancia fi sioldgica del proceso de

fosforilacion de p19I1NK4d en respuesta a genotdxico S

En la primera parte de este trabajo hemos demostrado que pl9 presenta una
funcién relacionada al mantenimiento de la estabilidad del genoma, caracterizada por
su participacion en la reparacion eficiente del ADN y en el control de las aberraciones
cromosOmicas. En la segunda parte de esta tesis planteamos que si pl9 integrara la
intrincada red de proteinas que participan de la respuesta celular al dafio, podria sufrir
modificaciones post-traduccionales que regularan su actividad. Demostramos que pl19
es fosforilada en respuesta a diferentes agentes genotéxicos como cis-platino, péptido
B-amiloide y radiacion UV. Describimos que la fosforilacién de pl9 seria secuencial
actuando la quinasa CDK2 o CDKS5 sobre la serina en posicién 76 y luego PKA en el
sitio treonina 141 y ademas que la fosforilacién en serina 76 seria requerida para la

translocacién de pl19 al nucleo.

En esta tercera parte investigamos la relevancia fisiologica de la fosforilacién de
pl9 en un contexto celular de dafio al ADN. Planteamos que las fosforilaciones en esta

proteina serian necesarias para llevar a cabo su papel ligado a la reparacion.

3.1 Analisis de la conservacién de los sitios serina 76 y treonina 141

entre los miembros de la familia | NK4

Las cuatro proteinas INK4 son estructuralmente similares y comparten la funcién
de inhibir especificamente las quinasas CDK4 y CDK6. Sin embargo, encontramos que
pl9 es el tnico miembro de la familia que es inducido en respuesta a UV (Figura 5) y
gue participa en la reparacion del ADN (datos no publicados). Postulamos que esta
caracteristica exclusiva de pl9 podria estar relacionada con su fosforilacion en

respuesta a dafio.

Analizamos si los sitios fosforilables descriptos en pl9 eran encontrados en las
demas proteinas INK4. Utilizamos el programa T-Coffee para alinear las secuencias de
los cuatro inhibidores (Figura 37 ). Encontramos que pl9 es el Gnico miembro de la
familia INK4 que contiene los sitios serina 76 y treonina 141, estos aminoacidos no
estan conservados entre las INK4. La fosforilacion exclusiva de pl9 en estos
aminoacidos podria en parte ser la responsable de la actividad singular sobre la

reparacion del ADN.
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Figura 37. Los sitios serina 76 y treonina 141 no estan conservados en la familia INK4. Las
secuencias proteicas de los 4 miembros de la familia INK4 fueron alineadas utilizando la herramienta
T-Coffe. Fue analizada la conservacion de los 5 sitios postulados como potenciales de ser fosforilados.

Soélo la treonina en la posicion 89 se encuentra conservada.
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3.2 Serina 76 y Treonina 141 son necesarias para la funcion de p19

en la reparacién del ADN

Hemos demostrado, utilizando la técnica de UDS, que la sobreexpresion de pl19wt
aumenta significativamente la capacidad de las células de reparar el ADN (Figura
10A). En este punto evaluamos la relevancia de la fosforilaciéon de p19 en su funcién
ligada a la reparacion del ADN. Utilizamos en este estudio ensayos de UDS para medir
la capacidad de reparaciéon de células que sobreexpresaban las mutantes de

fosforilacion de p19.

Fibroblastos WI-38 fueron transfectados transitoriamente con pl19wt o con las
mutantes de pl9 (p1l9S13A, pl9S66A, pl9S76A, pl9T89A, pl9T141A, pl9S76T141A,
p19ANKIless) junto con el vector pBABE que confiere resistencia a puromicina.
Veinticuatro horas luego de la transfeccion el medio fue reemplazado por medio sin
arginina con 1% de suero fetal bovino y mantenido en estas condiciones hasta el final
del ensayo (inhibiendo de este modo la replicacién semiconservativa). Las células
fueron seleccionadas con puromicina por 60 horas. Luego de finalizada la seleccién,
utilizamos dos tipos de dafiadores: luz UV y péptido B-amiloide. Las células dafiadas
fueron incubadas con 3H-timidina por 10 horas y por Gltimo, la incorporacién de

®H-timidina fue medida como indicador de la capacidad de reparacion del dafio.

Encontramos que las células en las cuales fueron sobreexpresadas las mutantes
pl9S13A, pl9S66A y pl9T89A los niveles de reparacién alcanzados resultaron
similares a los observados por la sobreexpresion de pl9wt para los dos dafiadores
utilizados (Figura 38 A, B, C y D). Por el contrario, las células sobreexpresando
alguna de las mutantes en serina 76 6 en treonina 141 (pl9S76A, pl9T141A,
pl9S76T141A o pl9ANKless) disminuyeron significativamente la capacidad de
reparacion respecto a pl19wt, alcanzando niveles comparables a los observados en las

células control (Figura 38 A, B, Cy D).

Estos resultados demuestran que solamente las mutaciones que afectan el estatus
de fosforilacién de pl9, alteran su capacidad de reparacién. Concluimos, finalmente,
que la fosforilacibn en ambos residuos, serina 76 y treonina 141, es esencial en la

funcion de p19 de reparacién del ADN.

90



RESULTADOS

A B 4
700 < 800 1 NI
E3 control é&’ 3 control &,8' é&’ ‘?
O | J o
o0 | O3 prowt P 700 1 3 prowt 2 Py
3 p19TS13A - go0 | 3 p19T89A
- 500 | 5 p19S66A ‘E O p19T141A
2 2 ]
° E3 p19S76A S 500 | m3 pros7eTiaia
o 400 o
o =2
S S | E3 p19ANKIless
E % 400
a 300 o
300 1
200
200 4
100 100 1
[ 0 -
- uv - uv
& K
o y’ Gl
> o & 5> o & & & SR &"#
£ EEE P EeE FeESEs FelELs
V5-pi9- — e - V5pI9- — —— — VEp19- s — VEPIS- — — — — —
fracting - e e— w— w— e (cling - S ———— BACHNG - e w— — ——— [OC1INA - ——————
(o} D
g
- N
1200 3 control < 70D 3 control ,S' r&' .\}5
() w Lo
& oS
3 p1owt Oy | O piowt & O J
1000 g o {848
3 p19TS13A T 3 p19T89A o T
£ a0 p19SEEA & 50071 Opremiata
@
% 3 p19S76A ° 3 p19S76T141A
o 2 400 A ¥
9 g2 3 p19ANKIless
= 600 H
o
& & 3001
400
200 A
0 100 1
0 - 0
- p-amiloide m B-amiloide
S S
& ¥ y ¥ o & y & & &
o2 o @ o & AP
L2 8L pe S FEEELS  FEEEE
V5-p19- — S — V5-p19- e — —— V5-pi9- — — —— — — V5-p19- — —— — —

racting - e — [racting - s e————

Figura 38. La serina 76 y la treonina 141 son criti cas en la funcion de reparacién. Células
WI-38 fueron co-transfectadas con pl9wt & con las mutantes (pl19S13A, pl9S66A, pl9S76A,
pl9T141A, pl9S76T141A y pl9ANKIess) y el vector p-BABE con resistencia a puromicina. Luego de
24 horas la seleccién de las células transfectadas fue iniciada por el agregado de puromicina y
ademas mantenidas en medio libre de arginina conteniendo 1% de suero fetal bovino durante 60
horas. Pasado este tiempo, las células resistentes fueron irradiadas con 4 mJ/cm? de UV (Ay B), o
dafiadas con B-amiloide (10 pM) (C y D), e incubadas con 1 mCi [3H]timidina. Los lisados celulares
cosechados 10 horas luego del dafio fueron analizados por ensayos de sintesis de ADN no
programada (UDS). La figura muestra la media + D.E. de los valores obtenidos en 3 ensayos
independientes por triplicado. El Test de Student fue utilizado para comparar las muestras de pl9wt
con sus mutantes. (*P<0,01). La expresién de las diferentes proteinas fue evaluada por Western blot

con un anticuerpo anti-V5.

91



RESULTADOS

3.3 La sobreexpresion de pl1l9 di sminuye la apoptosis inducida por

genotodxicos

Dos mecanismos son esenciales en respuesta al estrés genotoxico y en el
mantenimiento de la integridad del genoma: la reparaciéon del ADN y la apoptosis.
Cuando el dafio al ADN es muy severo y se encuentra mas alla de la capacidad de
reparaciéon, se activan programas de muerte que culminan en la eliminaciéon de la
célula irreversiblemente afectada. Habiendo demostrado, que pl9 participa en la
reparacion eficiente del ADN y que su sobreexpresién aumenta significativamente la
capacidad de reparacion nos preguntamos, entonces, si esta sobreexpresion conferiria
a las células una mayor resistencia a la muerte por apoptosis inducida por agentes
genotéxicos. En este estudio como indicador del nivel de apoptosis, medimos la
actividad de la caspasa-3. La caspasa-3 es un factor clave en la ejecucién de la
apoptosis en mamiferos. La caspasa-9 es activada por el complejo proteico
denominado apoptosoma y esta, a su vez activa las caspasas efectoras, entre ellas la

caspasa-3, lo que desencadena las ultimas fases de apoptosis.

La actividad de esta caspasa fue medida en células WI-38 transfectadas
transitoriamente con el plasmido que expresa pl9wt o con el plasmido pcADN4c sin
inserto como control y con el vector pBABE que confiere resistencia a puromicina. Las
células fueron seleccionadas con puromicina por 60 horas. Las células seleccionadas
fueron dafiadas con UV o con péptido B-amiloide y la actividad de caspasa-3 fue
medida 24 horas luego de inducido el dafio. Observamos, como era de esperar, que
las células controles dafiadas alcanzaron niveles de actividad de caspasa-3
significativamente mayores que aquellas que no recibieron dafio. Por su parte, las
células que sobreexpresaban pl9wt mostraron niveles de actividad significativamente
reducidos respecto al control con ambos tipos de dafios (Figura 39 A, By C) . Esta
disminucién en la actividad de caspasa-3 y consecuentemente en el programa de
apoptosis se correlaciona con la mayor eficiencia de reparacion de las células
sobreexpresando pl9. Concluimos que la sobreexpresion de pl9 confiere mayor
resistencia a la activacion del proceso apoptético en células WI-38, como también fue
demostrado para otros tipos celulares en un trabajo publicado por nuestro laboratorio
(Ceruti et al., 2005).
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3.4 La fosforilacion de p19 es ne cesaria en la resistencia que ejerce

pl9 contra la apoptosis.

Hemos descripto que la sobreexpresion de p19 mejora sensiblemente la capacidad
de las células de reparar el ADN y que este aumento en la reparacion esta
correlacionado con la disminucién en la muerte por apoptosis. Teniendo en cuenta que
la funcién en la reparacidon que ejerce pl9 requiere de su fosforilacién, estudiamos el

efecto de las mutantes de fosforilacion sobre la apoptosis inducida por dafio.

Evaluamos la actividad de caspasa-3 en células WI-38 transfectadas con los
vectores que expresan las mutantes de fosforilacion pl19S13A, pl19S66A, pl9S76A,
pl9T89A, pl9T141A, pl9S76T141A y pl9ANKIess (Figura 39 A, By C). En este
analisis observamos que las mutantes en los sitios p19S13A, pl9S66A y pl19T89, que
no modifican el nivel de fosforilacion de la proteina frente a dafio, disminuyeron la
actividad de caspasa-3 a valores similares a los obtenidos por la sobreexpresion de
pl9wt. Por el contrario, las mutantes pl9S76A, pl9T141A, pl9S76T141A vy
p19ANKIess, que pierden parcial o totalmente la capacidad de ser fosforiladas,
presentan niveles de actividad de caspasa-3 similares a los de las células control

frente a los dos dafios empleados, UV y péptido B-amiloide.

Estos resultados permiten concluir que las mutantes que pierden la funcién de
reparacién del ADN también pierden la capacidad de proteger a las células de la
apoptosis cuando son sobreexpresadas. La fosforilacién tanto del sitio serina 76 como
la de treonina 141 resultan fundamentales en la resistencia que ejerce pl9 contra la

apoptosis.
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ptosis es dependiente de su funcién en la

reparacion del ADN . Células WI-38 fueron co-transfectadas con p19wt o con las mutantes indicadas

de p19 y el vector pBABE con resistencia a puromicina. Las células resistentes a puromicina fueron

irradiadas con 4 mJ/cm2 de UV (A y B), o dafiadas con B-amiloide (10 pM) (C), e incubadas por 24

horas. La actividad de caspasa-3 fue determinada. La figura muestra la media + D.E. de 3 ensayos

independientes por triplicado. El Test de Student fue utilizado para comparar las muestras de p19wt

con sus mutantes. (*P<0,01). La expresién de las diferentes proteinas fue evaluada por Western blot.
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3.5 La fosforilacion de p19 no esta involucrada en su funcion

inhibitoria del ciclo celular

Hemos demostrado que p19 requiere de la fosforilacion en serina 76 y en treonina
141 para participar en la reparacion del ADN. Nos preguntamos si estos sitios de
fosforilacion también estarian involucrados en la funcién de pl9 de inhibir el ciclo

celular.

Células WI-38 fueron co-transfectadas con pl9wt & con las mutantes de
fosforilacion y pBABE. La capacidad inhibitoria de pl9 y de las mutantes sobre la
progresiéon del ciclo celular se evalué por incorporaciéon de *H-timidina. Las células
transfectadas fueron seleccionadas con puromicina por 60 horas. Luego de la
seleccién, las células fueron incubadas por 4 horas con *H-timidina y posteriormente la

incorporacién de marca radiactiva fue cuantificada.

En primer lugar, para la mutante estructural p19ANKIless podemos observar que
que, si bien su sobreexpresion inhibe significativamente la proliferacion celular
respecto de las células control, los niveles de incorporacién de marca radiactiva
triplican los observados para pl9wt (Figura 40). Este hecho sugiere que la pérdida
del Gltimo dominio ankirina, ademas de eliminar la funcion de reparacion, afecta la
union de pl9 con CDK4/CDK6 y consecuentemente la inhibicion del ciclo celular. Sin
embargo, no podemos discriminar en base a estos resultados, si la eliminacion de un
dominio ankirina completo en la proteina modifica el plegamiento de los demés
dominios o si, de hecho, el cuarto dominio ankirina es requerido para la interaccién

con las CDKs.

En cuanto a las mutantes de fosforilacion estudiadas (pl9S13A, pl9S66A,
pl9S76A, pl9T89A, pl19T141A, pl9S76T141A) observamos que todas ellas arrestaron
el ciclo celular en forma similar a p19wt (Figura 40 ). Esto implica que ninguno de los
sitios mutados esta ligado a la funcion inhibitoria del ciclo celular. Consecuentemente,
la fosforilacién de pl19, a pesar de ser necesaria en la funcién de reparacién del ADN,
no es requerida para cumplir con su funcién antiproliferativa. En otras palabras, las
mutantes en pl9S76A y pl19T141A que pierden la funcion vinculada a la reparacion

conservan intacta la capacidad de inhibir la proliferaciéon celular.

Esta observacion apoya también el resultado obtenido en la Figura 17 en la cual
postulamos que, la funcién de pl9 en la reparacidon no esta relacionada con su
capacidad de inhibir a CDK4 y de conferir a las células mayor tiempo para la

reparacion del ADN.
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Concluimos que ninguno de los dos sitios serina 76 o treonina 141 es necesario
para que pl9 inhiba la progresién del ciclo celular de forma eficiente, siendo esta

funcién independiente de la funcidon en la reparacion del ADN.
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Figura 40. Ninguno de los sitios de fosforilacién p otenciales en pl9 son requeridos en la

funcion inhibitoria del ciclo celular. Células WI-38 fueron co-transfectadas con pl19wt é con las
mutantes (p19S13A, pl9S66A, pl9S76A, pl19T141A, pl9S76T141A y p19ANKIess) y el vector pBABE
con resistencia a puromicina. Luego de 24 horas la seleccidn de las células transfectadas fue iniciada
por el agregado de puromicina y mantenida por 60 horas. Pasado este tiempo, todos los cultivos
fueron incubados con 1 pCi [H%timidina y su incorporacién evaluada 6 horas mas tarde. La figura
muestra la media £+ D.E. de los valores obtenidos en 2 ensayos independientes por triplicado. El Test
de Student fue utilizado para comparar las muestras controles con p19wt o sus mutantes. (*P<0,01).

La expresion de las diferentes proteinas fue evaluada por Western blot con un anticuerpo anti-V5.

3.6 Las mutantes de pl9 que simu lan el estado fosforilado de la

proteina tienen igual capacidad de reparar el ADN que pl19 salvaje

Los efectos causados por la fosforilacion de un sitio serina/treonina pueden ser a

veces simulados reemplazando el aminoacido fosforilable por &cido glutamico o
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aspartico (Li et al., 2008; Park et al., 2006). La carga negativa que conllevan estos
aminoacidos puede por lo general suplir la funciéon que desempefia el grupo fosfato en

una proteina.

Planteamos que si pl9 requiere de la fosforilacién en serina 76 y treonina 141
para llevar a cabo su funcién en la reparacién del ADN entonces la mutaciéon de estos
residuos por acido glutamico podria imitar el efecto de la fosforilacién. Construimos
dos mutantes de p19, una reemplazando la serina 76 por acido glutamico (p19S76E) y
la otra reemplazando tanto a la serina 76 como a la treonina 141 por este mismo
aminoacido (pl19S76ET141E). pl9wt o las mutantes fueron transfectadas con en

fibroblastos WI1-38 para medir la capacidad de reparacién celular por UDS.

Nuestros resultados muestran que las células que sobreexpresan la mutante
pl9S76E, la cual no puede ser fosforilada en este sitio, alcanzaron niveles de
reparaciéon similares a los observados en las células que sobreexpresan pl9wt con
ambos tipos de dafio (Figura 41). El reemplazo por acido glutamico en este sitio
recupera la actividad que se encuentra afectada en la mutante p19S76A (Figura 38).
Sumado a esto, las células transfectadas con la mutante pl19S76ET141E, sin
posibilidad de ser fosforilada en los sitios descriptos, también mostraron igual

capacidad de reparar el ADN que aquellas sobreexpresando p19wt (Figura 41).

Concluimos, entonces, que las mutantes que imitan la fosforilacion de p19 tienen
la misma capacidad de mejorar la reparacion que pl19wt cuando son sobreexpresadas,
y consecuentemente, estos resultados apoyan fuertemente a los aminoacidos serina

76 y treonina 141 descriptos hasta aqui como los sitios de fosforilacion.

Estas evidencias son consistentes con una via de regulacion de la actividad de p19
mediada por la fosforilacion de los sitios serina 76 y treonina 141 en respuesta a

dafio.

97



RESULTADOS

6000 1
5500 { & control . *
5000 | O p19wt
= pl19S76E
45001 5 p19s76141E

@
R = *
k7] 4000 -
<} % *
o 3500
o
é 3000 -
o J
& 2500
2000 -
1500 A
1000 -
500 -
0 b —_—
- uv p-amiloide
& & &
& é\ & ’\N < &'\
& o o A7 Ao AT o
FEEE FEEE FEEE
V5-p19 - I V5-p19 - — — V5-p19 - — — —
p-actina- — —— — — B-ACHNG - c — — — pacting - =— — — —

Figura 41. La mutante de pl9 que imita la fosforilacion en serina 76 y treonina 141

recupera la funcién de reparacién. Células WI-38 fueron co-transfectadas con pl9wt 6 con las
mutantes (pl9S76E y pl19S76T141E) y el vector pBABE con resistencia a puromicina. Luego de 24
horas la seleccién de las células transfectadas fue iniciada por el agregado de puromicina y ademas
mantenidas en medio libre de arginina conteniendo 1% de suero fetal bovino durante 60 horas.
Pasado este tiempo, las células fueron irradiadas con 4 mJ/cm? de UV, o dafiadas con B-amiloide (10
UM), e incubadas con 1 mCi [3H]timidina. Los lisados celulares cosechados 10 horas luego del dafio
fueron analizados por ensayos de sintesis de ADN no programada (UDS). La figura muestra la media
+ D.E. de los valores obtenidos en 2 ensayos independientes por triplicado. El Test de Student fue
utilizado para comparar las muestras controles con pl9wt 6 sus mutantes. (*P<0,01). La expresion

de las diferentes proteinas fue evaluada por Western blot con un anticuerpo anti-V5.
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3.7 Laserina76 yla treonina 141 son los unico s sitios de

fosforilacién en pl19 en respuesta a dafio

Hemos descripto que la fosforilacion de pl9 en respuesta a dafio genotéxico seria
secuencial, participando en primer lugar la quinasa CDK2 6 CDK5 en serina 76 y luego
PKA sobre la treonina 141. También demostramos que ambos sitios son necesarios en
la funcién de pl1l9 de reparar el ADN y que las mutantes pl9S76E y pl19S76ET141E

tienen la misma capacidad de p19wt de participar en la reparacién.

Teniendo en cuenta estas observaciones planteamos que si la serina 76 es
efectivamente fosforilada y la mutante pl9S76E imita esta modificacion post-
traduccional, entonces, p19S76E podréa ser fosforilada en la treonina 141 de acuerdo a

la hipé6tesis de la fosforilacion secuencial.

Transfectamos las mutantes pl9S76E y pl9S76T141E en células BHK-21 para
realizar ensayos de marcacién metabdlica utilizando luz UV como dafiador. En el
analisis de los resultados observamos que, la mutante p19S76E recuperd la capacidad
de ser fosforilada que habia sido perdida en la mutante p19S76A (Figura 42 y Figura
22). Esto indica que el reemplazo de serina 76 por acido glutamico, permite eventos
posteriores de fosforilacion. Es interesante observar que pl9S76E no fue fosforilada
en ausencia de UV, sefialando la necesidad de una via activa de respuesta al dafio
para que esto ocurra. Es relevante destacar que no observamos fosforilacion en la
mutante S76ET141E. El hecho de encontrar que esta mutante no es fosforilada por
dafio, a pesar de tener la misma capacidad de pl19 de participar en la reparacién del
ADN, implica, por un lado, que la treonina 141 es efectivamente un sitio fosforilado en
pl9, porque su mutaciéon por acido glutamico elimina la fosforilacién observada para la
mutante pl9S76E. Por otro lado, esta observacion junto con la fosforilacion de
pl9S76E apoyan fuertemente la hipOtesis de secuencialidad puesto que la treonina
141 para ser fosforilada requeriria primero de la fosforilacion en serina 76, que en
este caso es imitada por acido glutamico. Y por ultimo, sugiere fuertemente que serina
76 y treonina 141 son los Gnicos sitios fosforilados en pl19 en respuesta a genotoxicos.
Habiamos visto que el reemplazo de treonina 141 por alanina disminuia la fosforilacién
pero no la eliminaba completamente (Figura 22 ). Este resultado seria el producto de
la fosforilacion en serina 76 luego del dafio, pero ademas, podria estar manifestando
la fosforilacién de algun otro residuo no identificado hasta el momento. Siguiendo el
mismo razonamiento, la fosforilacién observada en la mutante p19S76E (Figura 42)
corresponderia a la actividad de PKA sobre la treonina 141, pero no podriamos
descartar a partir de este resultado la fosforilacién, ademas, en otro sitio diferente a

los evaluados hasta aqui (S13, S66, S76, T89, T141). Sin embargo, el resultado que
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muestra que la mutante S7T6ET141E no es fosforilada en respuesta a dafo, postularia
a los sitios serina 76 y treonina 141 como los Unicos residuos fosforilados en pl19 vy

necesarios en la actividad de reparacién del ADN.
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Figura 42. La mutante pl9S76E recupera la capacidad de ser fosforilada. Células BHK-21
fueron transfectadas con pl9S76E 6 pl9S76T141E. 24 horas luego de la transfeccion fueron
incubadas con 0,5 mCi de *2P-ortofosfato de sodio durante 3 horas y tratadas posteriormente con
radiacion UV (4 mJ/cm?). Cantidades iguales de proteinas (180 pg) de las muestras recolectadas 1
hora luego del dafio fueron inmunoprecipitadas usando un anticuerpo anti-V5. Los complejos inmunes
fueron sujetos a SDS-PAGE 12% vy la fosforilacion fue analizada a través de la utilidad Storm
Phosphoimager Scanner. Los niveles de las mutantes de 19 en los extractos utilizados en la
inmunoprecipitacion fueron analizados por Western blot. La figura es representativa de 3 ensayos

independientes.

3.8 Ambos sitios, serina 76 y treonina 141, son f osforilados en el

citoplasma luego de dafo al ADN

Los resultados representados en la Figura 35 demuestran que la fosforilacién de
pl9 es iniciada en el citoplasma, es decir, que CDK2 6 CDK5 fosforilarian a p19 en
serina 76 en este espacio subcelular. Buscando identificar la localizacién subcelular de
las fosforilacion en treonina 141 empleamos ensayos de marcacién metabdlica en
células BHK-21 transfectadas con la mutante S76E. Encontramos que a los 20 minutos
de inducido el dafio la fosforilacion de esta mutante se observa en el espacio
citoplasmatico. Este resultado sefiala que en esta localizacion subcelular ocurre, no
sélo la fosforilacion en serina 76, sino también la segunda fosforilacion de pl9 en

treonina 141 (Figura 43 ). Adn més, la fosforilacion de S76E se observa en el nucleo
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mas rapidamente que la fosforilacibn de pl9wt. A los 20 minutos ya podemos
visualizar translocacion nuclear de S76E, mientras que esta relocalizacién en pl19wt es

observada a los 60 minutos (Figuras 35y 36 ).

Concluimos que ambos aminoéacidos, la serina 76 y la treonina 141, son
fosforilados en el citoplasma y que, ademas, la simulacién de la fosforilacion en
pl9S76E hace mas rapido el pasaje de la proteina del espacio citoplasmatico al

nucleo.

citoplasma nicleo
tiempo (min) 0 20 60 0 20 60
P-p19 - - - - -
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Figura 43. La fosforilacibn en treo nina 141 ocurre en el espacio ci toplasmatico.

Células BHK-21 fueron transfectadas con la mutante que imita la fosforilacion de pl9 en serina 76
(p19S76E). Las células fueron incubadas con 0,5 mCi de *P-ortofosfato de sodio durante 3 horas, 24
horas de ocurrida la transfeccién. Luego, fueron dafiadas con radiacién UV (4 mJ/cm?). Cantidades
iguales de proteinas (200 pg), de las muestras recolectadas en los tiempos indicados y fraccionadas
subcelularmente, fueron inmunoprecipitadas usando un anticuerpo anti-V5. Los complejos inmunes
fueron sujetos a SDS-PAGE 12% vy la fosforilacion fue analizada a través de la utilidad Storm
Phosphoimager Scanner. Los extractos fueron analizados por Western blot utilizando un anticuerpo
anti-V5. La eficiencia del fraccionamiento subcelular fue evaluada con un anticuerpo anti-GAPDH
como marcador de citoplasma y otro anti-Histona H3 total como marcador de nicleo. Las figuras son
representativas de 3 ensayos independientes. (C, citoplasma; N, nucleo; P-pl9, proteina pl9

fosforilada)
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Capitulo 4: I nteractores de p19

Las modificaciones post-traduccionales como la fosforilacion representan una
forma répida y reversible de modular la actividad e interaccién de proteinas en la
célula, ya que no requieren de la sintesis o de la degradacion de moléculas existentes.
En base a los resultados mostrados hasta aqui, planteamos que la fosforilacién de p19
podria estar involucrada en la interaccibn con otras proteinas relacionadas a la

reparacién de ADN.

En este capitulo buscamos iniciar el estudio de posibles interactores de pl9 con
especial interés en aquellos que pudieran estar relacionados a la respuesta frente al
dafio. Los resultados mostrados a continuacidon, fueron obtenidos a través de una
estancia corta en la Unidad 624 “Stress Cellulaire” del INSERM en Marsella, Francia,

bajo la direccién de los Dres. Nelson Dusetti y Juan lovanna.

4.1 Busqueda de interactoresde pl9 por ensayo de doble hibrido

4.1.1 Descripcion del sistema

Como primera aproximaciéon al estudio de interactores utilizamos la técnica de
doble hibrido, en particular, el sistema de doble hibrido Cytotrap. Este sistema tiene la
caracteristica de permitir la identificacibn de interacciones entre proteinas en el
citoplasma de las células de levaduras, en contraposicibn a otros métodos
convencionales que emplean GAL4 y LexA en donde la interacciéon ocurre en el nucleo.
Esta caracteristica del sistema ofrece la posibilidad de que las proteinas sufran en el
citoplasma modificaciones post-traduccionales criticas para la interaccion, que no
ocurririan si la expresion fuese dirigida al nucleo. Las interacciones proteina — proteina
en el citoplasma son detectadas por el reclutamiento del producto del gen Sos humano
(hSos) a la membrana de la celular en donde activa la via Ras. Este sistema usa la
cepa de levaduras cdc25H la cual contiene una mutacién en el gen cdc25, homologo a
hSos, que la hace sensible a ciertas temperaturas. Esta proteina es un factor
intercambiador de nucledtidos de guanina que resulta esencial para la activacién de la
via Ras y finalmente para la supervivencia y el crecimiento de la célula. La mutacion

en el gen cdc25 permite a las células crecer a 25 °C pero no a 37 °C. Esta mutacion
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puede ser complementada por el producto del gen hSos cuando este se localiza en la

membrana celular permitiendo el crecimiento a 37°C.

El sistema Cytotrap utiliza el vector pMyr para la construccion de una biblioteca de
expresion. Los genes expresados por este vector se encuentran fusionados a una
sefial de miristoilacién que dirige y ancla las proteinas “target” a la membrana celular.
La proteina anzuelo es expresada como una proteina de fusién con la proteina hSos a
partir del vector pSos. Cuando la biblioteca de ADNc y el anzuelo son co-
transformados en la cepa cdc25H, las Unicas células capaces de crecer a 37 °C son
aquellas que resultan rescatadas por la interaccidon entre el anzuelo y una proteina de

la biblioteca reclutando hSos a la membrana celular y activando la via Ras.

Membrana celular

Sefal de —1 GDP

miristoilacion

T

Target | ——p
GTP

La proteina “target”mfusionada a la sefial de miristoilacion se ancla a la membrana celular.
El anzuelo se une a la proteina “target” localizando hSos en la membrana.

hSos activa RAS promoviendo el intercambio GDP/GTP.

A w np o

RAS activa la cascada de sefales que permite a la cepa de levaduras mutante, cdc25H,

crecer a 37°.

4.1.2 Determinacion de interactores de p19

La secuencia humana completa de p19 fue clonada en el vector pSos para generar
la proteina de fusién hSos-pl19. Esta proteina de fusién fue utilizada como anzuelo en
la busqueda de interactores utilizando una biblioteca de ADNc de células Hela
previamente construida en el vector pMyr. Al finalizar el estudio fueron identificados
un total de 69 clones positivos. El fragmento de ADNc contenido en el vector pMyr de
cada clon fue amplificado por PCR y secuenciado. Las secuencias obtenidas fueron

identificadas utilizando la base de datos GenBank® (Tabla 4).
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Tabla 4. Interactores de p19 identificados por el sistema de
doble hibrido Cytotrap

Simbolo Nombre del Gen # de acceso | # de clones
MPHOSPHG6 | M-phase phosphoprotein 6 NM_005792 13
TOMM20 |translocase of outer mitochondrial membrane 20 homolog NM_014765 12
PSMD4 |proteasome (macropain) 265 subunit, non-ATPase, 4 NM_002810 7
CDK4 cyclin-dependent kinase 4 NM_000075 6
ABHD12 |abhydrolase domain containing 12 NM_015600 5
CCT3 chaperonin containing ?CPI, subunit 3 (gamma) NM_005998 4
ETFB electron-transfer-flavoprotein, beta polypeptide X71129 3
CAND1 cullin-associated and neddylation-dissociated 1 NM_018448 2
MSL1 male-specific lethal 1 homolog (Drosophila) NM_001012241 2
IRF2BP2 |interferon regulatory factor 2 binding protein 2 NM_182972 2
YL12B myosin, light chain 128, regulatory NM_033546 2
GMNN geminin, DNA replication inhibitor NM_015895 1
BRD7 bromodomain containing 7 NM_013263 1
CCAR1 cell division cycle and apoptosis regulator 1 NM_018237 1
IFIT1 interferon-induced protein with tetratricopeptide repeats 1 NM_001548 1
SRP72 signal recognition particle 72kDa AF069765 1
FTH1 ferritin, heavy polypeptide 1 NM_002032 1
HNRNPF |heterogeneous nuclear ribonucleoprotein F NM_001098204 1
HIJURP Holliday junction recognition protein NM_018410 1
RWDD1 RWD domain containing 1 NM_015952 1
RABAC1 |Rab acceptor 1 (prenylated) NM_006423 1
12 GDP dissociation inhibitor 2 D13988 1

4.1.3 Andlisis de los interactores

En primer lugar, es importante notar que en la lista de posibles proteinas
interactoras de pl9 se encuentra CDK4, una quinasa que efectivamente interacciona
con pl9. Esta interaccion sugiere una expresion correcta del anzuelo en el ensayo y

representa un control adicional del adecuado funcionamiento del sistema.

Luego, 4 de las secuencias obtenidas (M-phase phosphoprotein 6, macropain,
chaperonin containing TCP1, myosin light chain 12B regulatory) fueron descriptas
como falsos positivos debido a que han sido identificadas en un alto nimero de clones,
no so6lo con p1l9 como anzuelo, sino también, cuando proteinas no relacionadas a p19
fueron fusionadas a hSos. De las restantes proteinas enumeradas en la lista, 6 de
ellas resultan de especial interés teniendo en cuenta las funciones descriptas para

cada una de ellas y la potencial interaccién con p19.

Tres de ellas, las proteinas bromodomain containing 7, geminin y male-
specific lethal 1 homolog, comparten la caracteristica de pertenecer a complejos
remodeladores de la cromatina. La posibilidad de que p1l9 sea un interactor real de

estos factores remodeladores resulta particularmente atractiva porque sugeririria un
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potencial modo de accion de pl9 en la reparacién del ADN. Hemos demostrado que la
induccion y fosforilacion de pl9 se produce en respuesta a diferentes agentes
genotéxicos que causan distintos tipos de dafio y que también son reparados por
diferentes mecanismos. La eficiencia de estos mecanismos también se ve influenciada
por los niveles proteicos de pl9 y su fosforilacion. El hecho que pl9 participe en
mecanismos de reparaciéon tan diversos implica que su funcidn estaria relacionada con
una respuesta primaria al dafio, comdn a todos los genotdxicos ensayados, como
podria ser la remodelacion de la cromatina, entonces, pl19 podria proponerse como un

factor de accesibilidad.

Esta necesidad de remodelacion de la cromatina esta reportada para procesos
vitales en la célula que requieren del acceso de factores a secuencias escpecificas en
el ADN, y en los cuales la estructura de la cromatina altamente condensada
representa una barrera a sortear. Existen diversas modificaciones que pueden ocurrir
sobre las histonas que promueven la remodelacion de la cromatina. Estas
modificaciones estan asociadas por ejemplo a la regulacién de la transcripcién
(Berger, 2007), a la iniciacién de las horquillas de replicacién (Suter et al., 2007) y a
la reparacion del ADN. (Jha et al., 2008; Murr et al., 2006; Utley et al., 2005; Wurtele
and Verreault, 2006; Zhu and Wani). La dinamica de la cromatina constituye un
componente activo de la respuesta al ADN dafiado puesto que la modificacion de su
estructura permite la accesibilidad de proteinas de reparaciéon (Zhu and Wani, 2010).
Mecanismos especializados regulan el grado de empaquetamiento de la cromatina por
diferentes vias. En uno de ellos participan enzimas que introducen o eliminan
modificaciones covalentes en las colas de las histonas (como las Histona Acetil
transferasas, HATs; e Histonas Desacetilasas, HDACs), mientras que en otro,
diferentes complejos de proteinas utilizan la energia de la hidrélisis de ATP para
alterar la posicién o la compaosicion de los nucleosomas (como el complejo SWI/SNF)
(Berger, 2002; Lydall and Whitehall, 2005; Saha et al., 2006).

Entre las modificaciones covalentes posibles se encuentra la acetilacion de
histonas, para la cual fue demostrada su participacion en la respuesta al dafio al ADN
(Costelloe et al., 2006). Se ha reportado que los agentes dafiadores del ADN, tales
como la radiacion ionizante, la luz UV, hidroxiurea y el metil-metano sulfonato,
inducen la acetilacién de la histona H3 en células humanas y que la HAT responsable
de esta accion es CBP/p300 ((Lydall and Whitehall, 2005). Estas histonas acetiladas
colocalizan con H2AXgamma sugiriendo que la acetilacién ocurre en los sitios de dafio
al ADN. Fue reportado que otro complejo HAT, Tip 60, es reclutado a los sitios de
roturas doble cadena, donde se une y acetila a la histona H4 promoviendo el

reclutamiento de proteinas de reparacién como 53BP1 y RAD51 (Das et al., 2009)
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Los tres probables interactores de pl9 que se describen a continuaciéon estan
relacionados con el remodelamiento de la cromatina y por este motivo resultan de

interés en este estudio.

Bromodomain containing 7 (BRD7)

BRD7 fue identificada por primera vez como una proteina de unién al Factor
Regulador del Interferon 2 (Interferon Regulatory Factor-2, IRF-2). La familia de
factores de transcripcién IRF participa en la defensa antiviral, en la respuesta inmune
y en la regulacién del crecimiento celular. IRF-2 es descripto como una oncoproteina.
(Nguyen et al., 1997). La proliferacién celular promovida por IRF-2 se encuentra
mediada por la activacién transcripcional del gen de la histona H4 (Vaughan et al.,
1995; Vaughan et al., 1998). La localizacion subcelular de BRD7 fue descripta como
predominantemente nuclear observando una colocalizacion con histonas H3 y H4
hiperacetiladas, en regiones de la cromatina transcripcionalmente activa. (Staal et al.,
2000). En células de carcinoma nasofaringeo (NPC), la proteina BRD7 se encuentra
significativamente disminuida (Zhou et al., 2004). La sobreexpresién ectépica de
BRD7 en una linea celular de NPC inhibié el crecimiento y la progresion del ciclo
celular de la fase G1 a la fase S por medio de la modulacion transcripcional de algunos
genes relacionados con la regulaciéon del ciclo celular, incluyendo a E2F3 (Peng et al.,
2006).

El domino de bromo es requerido para la unién a la lisina 14 de la histona H3. La
union a través de este dominio es esencial para la regulacion transcripcional que
ejerce BRD7 sobre el promotor de E2F3 y sobre la inhibicién del ciclo celular. La
sobreexpresion de BRD7 no genera modificaciones en los niveles de acetilacion de H3
por lo que el remodelamiento de la cromatina, y no la modificacién de histonas, es el

principal mecanismo de BRD7 para mediar la transcripcién génica. (Peng et al., 2006)

Sumado a esto, recientemente BRD7 fue descripto como un componente del
complejo remodelador de la cromatina SWI/SNF en células madre embrionarias
(ESCs) (Kaeser et al., 2008),

Male-specific lethal 1 homolog (MSL1)

MSL1 (previamente conocido como LOC339287) codifica una de la cinco proteinas
gue forman un complejo altamente conservado denominado MSL (male-specific lethal)
con actividad de histona acetil-transferasa (HAT). El complejo MSL fue descripto por
primera vez en Drosophila y la mutacién de cualquiera de los 5 miembros de este
complejo (MSL1, MSL2, MSL3, MLE, MOF) resulta letal en machos de este género
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(Smith et al., 2005). Recientemente fue descripto un complejo de histona acetil-
transferasas en humanos que contiene homodlogos del complejo MSL en Drosophila
(MSL1, MSL2, MSL3 y MOF). Este complejo tiene alta especificidad por la lisina 16 de
la histona H4, la cual juega un papel crucial en la regulaciéon de la remodelacién de la
cromatina y la expresidén génica. Mas aun, la pérdida de la acetilacién en la lisina 16
de H4 es una de las caracteristicas comunmente observadas en el cancer, relacionada
con defectos en el plegamiento de la cromatina y la expresién alterada de genes
(Fraga et al., 2005)

El complejo MSL de Drosophila es encontrado actuando exclusivamente sobre el
cromosoma X en machos donde aumenta los niveles de expresién génica por la
acetilacion de de dominios transcripcionales completos (Smith et al., 2001). En
humanos este complejo no se asocia con un cromosoma especifico y parece tener una

distribucion genémica ubicua (Smith et al., 2005)

MOF es el componente del complejo con actividad acetilasa y es el responsable de
la acetilacion en la lisina 16 de H4 (Smith et al., 2005). Varios estudios han
demostrado que la pérdida de MOF en células de mamiferos tiene varias
consecuencias como el arresto del ciclo celular en G2/M, defectos morfolégicos a nivel
nuclear, aberraciones cromosomicas espontaneas, transcripcion reducida de ciertos
genes y una respuesta al dafio al ADN defectuosa luego de radiacion ionizante (Rea et
al., 2007). MOF también esta involucrado en la activacion de ATM en respuesta a dafio
al ADN y la acetilacion de p53 por MOF influencia la decision celular de inducir
apoptosis por sobre el arresto del ciclo celular (Sykes et al., 2006; Sykes et al., 2009).
Se encontrd también que MSL1 se une a 53BP1 (Gironella et al., 2009). 53BP1 se une
al dominio de uniéon al ADN de p53 y rapidamente forma foci discretos en respuesta a

la radiacién gamma (Mochan et al., 2004).

Por ultimo, recientemente fue propuesto un mecanismo mediante el cual la
proteina 53BP1 reclutaria a MSL1 a los alrededores del ADN dafiado y que, luego, el
complejo MSL aumentaria la acetilacién en lisina 16 de histona H4. La modificacion de
histonas conduciria a cambios estructurales que inducirian la remodelacion de la
cromatina y la relajacién del ADN permitiendo a la maquinaria de reparacion acceder a

los sitios dafiados (Gironella et al., 2009).

Geminin, ADN replication inhibitor (GMNN)

La proteina geminina fue caracterizada en dos estudios funcionales independientes
en Xenopus laevis y, subsecuentemente, fue caracterizada como una molécula de

funciéon dual con roles en el mantenimiento de la integridad del genoma, a través de la
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regulacion del licenciamiento de la replicacién del ADN, (McGarry and Kirschner, 1998)
y en el control del destino de la células neurales durante el desarrollo de la

embriogénesis (Kroll et al., 1998).

Por un lado se demostré que geminina evitaba la reiniciacién de la replicacién en
un ciclo celular para mantener la integridad cromosdmica y la euploidia. Los niveles de
geminina aumentan durante la fase S y se asocia con Cdtl, miembro del complejo de
licenciamiento, durante las fases S, G2 y M para evitar la reiniciacion de la replicacion.
En anafase es degradada o inactivada para permitir una nueva ronda de replicacién.
(McGarry and Kirschner, 1998; Tada et al., 2001; Wohlschlegel et al., 2000) Al mismo
tiempo fue identificada, en otros estudios en Xenopus y Drosophila, como una
molécula que participa en el destino de las células neurales. (Kroll et al., 1998; Quinn
et al., 2001). En Xenopus, geminina es altamente expresada al inicio de la
gastrulacion en una region que dara inicio a la placa neural y que abarca la poblacion
celular de progenitores neurales en proliferacion (Kroll et al., 1998). La pérdida de la
funcion de geminina inhibe la formacién de tejido neural (Kroll et al., 1998). La
sobreexpresion de geminina también induce células neuronales ectdpicas mientras
que, embriones mutantes en geminina, presentan deficiencias neuronales (Quinn et
al., 2001). Esta proteina interacciona con los factores de transcripcion Six3 y Hox y
puede antagonizar las actividades transcripcionales de estos para regular la

diferenciacion celular. (Del Bene et al., 2004; Luo and Kessel, 2004; Luo et al., 2004).

Esta capacidad estad relacionada con interacciones de proteinas Polycomb que

regulan la estructura de la cromatina para reprimir la expresiéon génica.

Las actividades transcripcionales de geminina y la interaccidon con otras proteinas
regulan la estructura de la cromatina. Fue descripta la interaccién entre geminina y
Brgl, la subunidad catalitica del complejo remodelador de la cromatina SWI/SNF, que
antagoniza la transcripcion dependiente de Brgl y regula la transicion entre

proliferacion y diferenciacién durante la neurogénesis (Seo et al., 2005).

La proteina descripta a continuacion resulta interesante como probable interactor
de pl9 porque, entre otras funciones, juega un rol fundamental en la regulaciéon del
reconocimiento inicial del dafo por UV y en el reclutamiento de miembros de la

maquinaria NER.
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Cullin-associated and neddylation-dissociated 1 (CAND1)

Cullin-associated and neddylation-dissociated (CAND) fue originalmente
identificada como una proteina interactora de TATA-binding protein (TBP) por lo cual

fue denominada TBP-interacting Protein 120 (TIP120) (Yogosawa et al., 1996).

La familia TIP120 incluye 2 miembros, TIP120A/CAND1 y TIP120B/CAND2. La
proteina CAND1 facilita la transcripcion conducida por todas las clases de RNA
polimerasa (Kayukawa et al., 1999; Makino et al., 1999). Por otro lado, CAND1 fue
también identificada como una proteina que interacciona con la familia de proteinas
[lamada Cullin (Liu et al., 2002; Min et al., 2003; Zheng et al., 2002a).

Las proteinas de la familia Cullin se asocian a otras proteinas y trabajan como E3-
ubiquitina ligasas (Cardozo and Pagano, 2004). Cullin 1 (CUL1) forma un complejo
junto con Skpl y F-box denominado complejo SCF (Lyapina et al., 1998; Zheng et
al., 2002b). En el complejo, una lisina especifica en la region C-terminal de CULL es
covalentemente modificada por Nedd8 en un proceso llamado nedilacidon (conjugacion
de Nedd8 a la lisina de Cullinas). La nedilacion facilita la asociacién de CUL1 con la
enzima E2 estimulando la actividad de ligacion. (Furukawa et al., 2000; Wu et al.,
2000) CAND1 se une a CUL1 no nedilada e inhibe el ensamblado de proteinas
adaptadoras asociadas a CUL1, regulando negativamente la actividad del complejo
SCF (Min et al., 2003; Min et al., 2005; Zheng et al., 2002a).

CAND1 puede inhibir el ensamblado de otros complejos de ubiquitinacién formado
por cullinas diferentes a CUL1, como por ejemplo el compuesto por cullin-4A (CUL-
4A)(Goldenberg et al., 2004; Hu et al., 2004; Oshikawa et al., 2003; Zheng et al.,
2002a). Este complejo formado por CUL-4A, que resulta inhibido por CAND1, estimula
la degradacién de DDB2, un miembro del grupo de proteinas de unién al ADN dafado
(Damaged DNA binding proteins, DDBs) que juega un papel critico en el
reconocimiento inicial del dafio por UV mediando el reclutamiento de factores de la
magquinaria NER. (Chen et al., 2006; Chen et al., 2001; Nag et al., 2001). Resulta
[lamativa la existencia de una via proteolitica que limite la capacidad de reparacion
celular, tanto a través del control de los niveles protéico de DDB2 como también
limitando la duracién de la asociacién de DDB2 al ADN dafiando. Sin embargo,
considerando que la proteinas DDBs permiten el reconocimiento de una gran variedad
de distorsiones en las hebras de ADN, altos niveles de DDBs no son deseables puesto
que pueden llevar a la unién de las mismas, a estructuras del ADN naturales iniciando
la reparacion de secuencias no dafiadas (Hanawalt et al., 2003). Por lo tanto, aunque
la estabilizacion de las DDBs es favorable para aumentar la actividad NER, la

capacidad de estas proteinas de reconocer una amplia gama de estructuras en el ADN
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resalta el requerimiento de una regulaciéon precisa de los niveles de DDBs para
alcanzar un balance entre una actividad NER deficiente o excesiva. La proteina CAND1
a través de la inhibicion de la actividad de ubiquitinacién de CUL-4A participa en el

mantenimiento de este balance. (Chen et al., 2006).

Los dos dultimos interactores de pl9 descriptos a continuacién, presentan
funciones en la regulacion de la transcripcién, sus niveles inhiben o estimulan la
apoptosis inducida por diferentes estimulos y una de ellas participa en la regulacién de

genes propios del ciclo celular.

Interferon regulatory factor 2 binding protein 2 (IRF2BP2)

Las proteinas IRF2BP1 e IRF2BP2 fueron identificadas por su union al factor IRF-2.
Llamativamente, otro potencial interactor de pl9, BRD7, también se asocia a |IRF-2.
IRF2BP2 es una proteina nuclear que se une al dominio represor C-terminal del IRF-2
e inhibe tanto la transcripcion basal como la transcripcién activada por un estimulo.
IRF2BP1 e IRF2BP2 no presentan homologia con otros reguladores transcripcionales
conocidos por lo que fueron definidos como una nueva familia de proteinas co-

represoras. (Childs and Goodbourn, 2003).

Un trabajo reciente describe a IRF2BP2 como una proteina cuyo gen es regulado
directamente por p53. La regulacién positiva de IRF2BP2 luego de tratar a diferentes
tipos celulares con actinomicina resulta dependiente de p53. El aumento en la
expresion de IRF2BP2 ocurre en paralelo a la regulacién negativa de IRF-2. IRF2BP2
promueve el arresto del ciclo celular e interfiere con la apoptosis mediada por p53
inducida por doxorrubicina. Cuando IRF2BP2 es silenciado, la apoptosis inducida por
estrés y mediada por p53 resulta aumentada. Por el contrario, la sobreexpresiéon de

IRF2BP2 disminuye la inducciéon de apoptosis. (Childs and Goodbourn, 2003).

Cell division cycle and apoptosis regulator 1 (CCAR1)

CCARL1 fue descripta como una proteina inductora de apoptosis en respuesta a
diversos tipos de agentes incluyendo adriamicina. Niveles reducidos de CCAR1
resultan en la inhibicién de la apoptosis inducida por adriamicina, mientras que la
expresion aumentada provoca niveles elevados de p21 y apoptosis. CCARL también
interacta con la proteina 14-3-3 y causa la disminuciéon de la expresiéon de genes

regulatorios del ciclo celular incluyendo c-Myc y ciclina Bl. La pérdida de c-Myc

110



RESULTADOS

sensibiliza las células a la apoptosis por CCARL, mientras que la expresion de c-Myc o
14-3-3 inhibe la apoptosis dependiente de este factor. Por lo tanto, la apoptosis
inducida por este factor involucra el secuestro de 14-3-3. La disminucién en los
niveles de CCAR1 conduce a la expresion alterada de multiples genes regulatorios del
ciclo celular. (Rishi et al., 2003). CCARL1 es activada por fosforilacion en tirosina 192 vy,
posteriormente, promueve la apoptosis por la activacion de p38MAPK y caspasa-9
(Rishi et al., 2006).

La expresion de CCAR1 se encuentra disminuida en cancer de mama y sus niveles
se correlacionan, inversamente, con el grado de severidad de dicho tumor. La
expresion ectépica de CCARL inhibe el crecimiento de estas células cancerigenas en
parte por la activacién de la via apoptoética. En aquellos tipos de cancer de alto grado,
gue estan usualmente pobremente diferenciados, se observan niveles reducidos de
CCAR1, principalmente por metilacion de su promotor (Zhang et al.,, 2007). CCAR1

regula la expresion de genes clave para la proliferacion (Kim et al., 2008).

Si bien el estudio y la confirmacion de la interacciéon in vivo entre pl9 y estos
candidatos es un objetivo pendiente en este trabajo de tesis, creemos que el interés
en los 6 interactores descriptos se encuentra fuertemente fundamentado. Por esto,
proponemos, que la continuacién del trabajo en esta linea colaborara en descifrar
finalmente el/los mecanismo/os de accién involucrados en la funcidon de pl9 ligada a

la reparacion del ADN y al mantenimiento de la integridad del genoma.
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Conclusiones

La proteina pl9 tiene un funcibn en la reparacion del ADN, la cual es

independiente de su funcién inhibitoria de las quinasas CDK4/CDK®6.

pl9 es necesaria para el mantenimiento de la integridad del genoma y en la

supervivencia celular.

pl9 es fosforilada en respuesta a genotdxicos en serina 76 y en treonina 141 de
forma secuencial. CDK2/5 y PKA son sefialadas como las responsables de la

fosforilaciéon directa en estos sitios respectivamente.

La fosforilacion de pl19 ocurre en el citoplasma y la serina 76 es necesaria para

su translocacion al nacleo luego de dafio.

La fosforilacién, tanto en serina 76 como en treonina 141, resultan criticas en la
funcion de reparacion del ADN. Por el contrario no son necesarias para su
funcién inhibitoria de CDK4/CDK®6.

El andlisis de los interactores de pl9 permite sugerir la participacion de esta

proteina en los complejos remodeladores de la cromatina necesarios para

permitir el acceso de las maquinarias de reparacién a los sitios de dafio.
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DISCUSION

Discusion

El mantenimiento de la integridad del genoma es de vital importancia para la
supervivencia de un organismo en condiciones adecuadas. EI ADN esta expuesto a
sufrir diversos tipos de dafios que pueden ser generados por factores exégenos 6
endoégenos como las especies reactivas de oxigeno, los agentes alquilantes y
metilantes, radiacién ionizante y UV, y errores estocasticos que pueden ocurrir
durante la replicacién del ADN y la recombinacion. La célula responde a la presencia
de dafio en el ADN activando puntos de control del ciclo celular y mecanismos de
reparaciéon. Sin embargo, cuando el dafio resulta muy severo para ser reparado, la

célula dafiada es eliminada por apoptosis.

El presente trabajo esta vinculado con la respuesta celular frente al dafio
genotéxico y en el mismo se desarrollaron cuatro objetivos principales. El primero
consistié en analizar la participacién de pl9 en la respuesta al dafio al ADN y en la
supervivencia celular. En el segundo, estudiamos la ocurrencia de procesos de
fosforilacién sobre pl9 en respuesta al dafio. En tercer lugar evaluamos si la
fosforilacion de pl19 tiene alguna relevancia fisiolégica en la respuesta celular al dafio
genotoxicoo. Y por Gltimo, buscamos posibles interactores de pl9 ligados al rol de

reparaciéon del ADN.

1. Funcién de pl9 en la respuesta al dafio al ADN vy enla

supervivencia celular

1.1 Induccién de pl9 en respuesta a dafio por UV

Hemos mencionado previamente que pl9 se expresa en alto niveles en 6rganos
especificos, como cerebro y testiculo. En la primera parte del trabajo utilizamos una
linea celular establecida a partir de testiculo de ratéon, denominada MA-10.
Describimos que en esta linea celular tanto los niveles de ARNm como de proteina de
pl9 varian peridodicamente a lo largo del ciclo celular, del mismo modo que fue
reportado por otro autores en otros tipos celulares estudiados (Guan et al., 1996;
Hirai et al., 1995). Su expresiéon es baja en GO/G1 y tiene un pico al final de G1 y en
la fase S. La periodicidad de la proteina pl19 durante el ciclo celular esta regulada en
parte por el mecanismo de degradacién dependiente de ubiquitina/proteasoma
permitiendo que la abundancia de la proteina siga los cambios en la expresion del

mensajero (Thullberg et al., 2000). Los mecanismos que determinan la expresiéon
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ciclica del gen de p19 no fueron aun descriptos. Sin embargo, resultados de nuestro

laboratorio postulan a un factor de la familia E2F en esta regulacién.

Luego, hallamos que la irradiacion UV en las células MA-10 induce cambios en el
status de pl19. Tanto los niveles de ARNm como los de la proteina pl9 aumentaron
significativamente luego del dafio. Este hecho fue observado en otros tres tipos
celulares evaluados (BHK-21, WI-38 y cultivos primarios de células de Leydig de
raton) y también en lineas no analizadas en este trabajo como la linea celular de
neuroblastoma SH-SY5Y y Hela de cancer de cérvix (Ceruti et al., 2005) por lo cual
esta regulacion positiva de pl9 parece ser un fenébmeno general en respuesta al
dafio. En eucariotas superiores fue descripta la expresién de 4 INK4 estructuralmente
relacionadas e igualmente potentes como inhibidores de CDK4/6 ((Pei and Xiong,
2005; Sherr and Roberts, 1999). Llamativamente, nuestros resultados mostraron que
solamente la expresion de una de esas INK4, pl19, es inducida en respuesta a UV. Este
hecho podria ser explicado por un mecanismo de regulaciéon génica diferencial de los
miembros de esta familia. El analisis in silico de la regiéon regulatoria 5° proximal del
gen de pl19 revel6 sitios de alta homologia para el factor E2F. Fue reportado que E2F1
es inducido por varios agentes dafiadores del ADN incluyendo luz UV y drogas
guimioterapéuticas. Esta induccion resulta rapida y dependiente de la actividad de las
quinasas ATM/ATR que especificamente fosforilan a E2F1 conduciendo a la
estabilizacién de la proteina (Lin et al., 2001; Stevens and La Thangue, 2004).
Sumado a esto, en un trabajo publicado recientemente por nuestro laboratorio hemos
descripto que, en respuesta a agentes genotoxicos, el aumento en los niveles de E2F1
es consecuencia, no solo de la estabilizacién de la proteina, sino también de la
activaciéon a nivel transcripcional de su gen (Carcagno et al., 2009). Adn maés,
resultados no publicados demuestran que la induccién de p19 en respuesta a radiacion

UV es dependiente de E2F1 y que este factor es critico en esta regulacién.

1.2 pl9 en larespuesta al dafio

La induccién de pl9 en respuesta a dafio en el ADN por radiacion UV llevé a
plantear la posibilidad de la participacion de pl9 en la reparacién de estas lesiones.
Este punto fue evaluado en profundidad mediante 4 estrategias diferentes; ensayos de
HCR, experimentos de UDS, deteccion de estructuras tipo CPD por inmunoquimica y
analisis a nivel de células individuales por ensayos del cometa. Demostramos que la
sobreexpresion de pl9 aumenta significativamente la capacidad de reparacién del
ADN y ademas describimos que la deficiencia de p19 muestra el efecto inverso sobre

la reparacion.
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Como hemos mencionado, NER es el mecanismo de reparaciéon del ADN
responsable de la remocién de los aductos de ADN producidos por la luz UV, por
cisplatino y por ciertos carcinégenos ambientales (Friedberg, 2001; Sancar et al.,
2004; Sancar and Reardon, 2004). El mecanismo NER comprende dos vias: reparacion
acoplada a transcripcion (TCR), la cual remueve el dafio en regiones transcribibles del
genoma; y la reparacion genémica global (GGR), la cual elimina el dafio en el resto de
la cromatina (Rubbi and Milner, 2003). Ademas de amenazar la integridad del
genoma, los dafios en el ADN obstruyen la transcripcion, y el arresto de las ARN
polimerasas, provocado por estas lesiones, resulta en la activacién de la via TCR que

finalmente elimina el dafio (Sarker et al., 2005).

El ensayo de HCR nos permitié establecer la actuacion de pl9 en esta via de
reparacion. Dado que en la técnica de HCR las células no estan sujetas a un agente
dafiante, sino que el dafio es dirigido a un plasmido que luego es transfectado en las
células, concluimos, ademas, que las sefiales gatilladas por las ARN polimerasas
atascadas podrian ser suficientes para modular la funcion de pl9 en la respuesta al
dafio por TCR. Por otro lado, las otras 3 técnicas mencionadas (UDS, ensayo del
Cometa y evaluacion de CPDs) en las cuales el genoma completo esta expuesto al
dafio, permiten la evaluacidon de ambos mecanismo TCR y GGR. Los resultados de
estos ensayos apoyan un rol de pl9 en la reparacién del ADN que no estaria
circunscripto solamente a la via TCR. Esta conclusién estd basada en que los genes
activamente transcriptos constituyen un 5-8% del genoma de eucariontes y por lo
tanto también las lesiones reparadas por TCR estan limitadas a estos valores. Dado
gue la sobreexpresién de pl9 causa aproximadamente un 60% de aumento en la
reparaciéon del ADN dafiado, un 40% de aumento en los fotoproductos CPDs reparados
y un incremento de aproximadamente un 65% en los niveles de reparacién evaluados
por el ensayo del cometa, es légico pensar que pl9 esta actuando en forma mas
general a lo largo de todo el genoma y no sé6lo en las regiones transcribiles. Es
importante destacar que en las células MA-10 con deficiencia en pl19 se observd una
reduccion significativa en la reparacion del ADN en los cuatro ensayos evaluados.
Estos ultimos resultados sugieren fuertemente un rol fisiolégico de pl9 en Ia
reparacion del ADN, descartando cualquier efecto artificial causado por la

sobreexpresién de la proteina.
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1.3 pl9 en la supervivencia celular y en el manten imiento de la

integridad del genoma

La sobreexpresion de pl19 no s6lo mejora la reparacién del ADN sino que también
promueve la supervivencia celular en condiciones de estrés genotéxico. El aumento en
la viabilidad celular y en la resistencia al estrés pueden ser explicados por la
participacion de p19 en la reparacion del dafio. Nuestros resultados son consistentes
con esta Ultima afirmacién: pl9 es inducida en respuesta a luz UV, la eficiencia en la
reparacion del dafio es dependiente de los niveles de p19 y estos niveles modifican la
supervivencia evaluada tanto por ensayos clonogénicos como por ensayos de MTT de
viabilidad celular. Resultados de nuestro laboratorio obtenidos en células de
neuroblastoma SH-SY5Y mostraron que la sobreexpresion de pl9 disminuye la
apoptosis inducida por dafio (Ceruti et al., 2005). Al respecto, otros estudios
realizados en ratones knock-out para p19 demostraron que la falta de p19 incrementa
la sensibilidad celular a la muerte por apoptosis o autofagia y sugieren un posible rol
de la induccion de pl9 en la quimioprevencion (Tavera-Mendoza et al., 2006a;
Tavera-Mendoza et al., 2006b). Estos resultados apoyan la idea que postula una
funcidon de pl19 en la reparacion del dafio cuya accién se traduciria finalmente en una

mayor resistencia a la muerte inducida por agentes genotéxicos.

Cuando los dafios en el ADN no son reparados previamente a la replicacién
pueden resultar en efectos detectables, por ejemplo, a nivel de aberraciones
cromosOmicas (Laurent et al., 2003). Si la sobreexpresién de pl9 no estuviera
actuando sobre la reparacion del ADN y favoreciera de alguna forma la supervivencia
celular, por ejemplo, a través de la inhibicién de algun punto de control las células que
escapan a una reparacién del ADN eficiente serian mas suceptibles a la eventual
aparicién de aberraciones cromosémicas. Sin embargo, encontramos que las células
gue sobreexpresan pl9 muestran una importante disminucion del nimero no solo de
metafases aberrantes sino también en el nimero total de figuras cromosdmicas
aberrantes. Es interesante sefialar que las metafases de las células MA-10p19AS con
niveles disminuidos de p19 al momento del dafio, tuvieron un nivel significativamente
mayor en el numero de aberraciones espontaneas respecto de la Linea MA-10empty.
Estos resultados son consistentes con un modelo en el cudl pl9 estaria involucrado en
la efectividad de la reparacidon del dafio al ADN y cuya funcidn seria necesaria para

alcanzar la maxima eficiencia en el mantenimiento de la integridad del genoma.

Las células de Leydig en el testiculo, tienen la funciéon de producir testosterona
gue resulta esencial en la espermatogénesis (Bartkova et al., 2000). Fue reportado

gue pacientes tratados con quimioterapéuticos tienen niveles aumentados de ADN

117



DISCUSION

dafiado en células espermaticas y que existe una correlacion entre el nivel de dafio y
la secreciéon disminuida de testosterona en estos individuos (Chatterjee et al., 2000).
Por otro lado, fue descripto que ratones knock-out para pl19 exhiben atrofia testicular
muy marcada que se encuentra asociada con el aumento en la apoptosis en la linea
germinal (Zindy et al., 2000). Y sumado a esto, ratones doble knock-out para pl8 y
pl9 son infértiles debido a una disminuida producciéon de células esperméticas y a la
reducida movibilidad y viabilidad de los espermatozoides que llegan a desarrollarse
(Zindy et al., 2001). En este sentido, las funciones de p19 en la reparacién del ADN y
la supervivencia celular podrian ser fisiolégicamente relevantes para las células de

Leydig en el testiculo.

1.4 Independencia de funciones

Finalizando este primer objetivo, nos preguntamos si la funcion de pl9 en la
reparacion del ADN se encontraba asociada a su actividad como inhibidor del ciclo
celular. Para iniciar el estudio en esta direccion medimos reparacién del ADN por HCR
utilizando en este caso el aminoacido mimosina. Este aminodacido recapitul6 el arresto
del ciclo celular que fue observado por la sobreexpresion de pl9 en células MA-10.
Entonces propusimos que, si el efecto de pl9 sélo estuviera relacionado con la
inhibicién del ciclo celular, el ensayo de reparacién por HCR para mimosina alcanzaria
valores similares a los obtenidos para pl19. Sin embargo, aunque el tratamiento con
mimosina tuvo un aumento en la reparacion, este no resulté estadisticamente

significativo respecto de las células control.

Por otro lado, introdujimos en el estudio una mutante de CDK4 incapaz de
interaccionar con p19. Utilizando nuevamente ensayos de HCR encontramos que CDK4
wild type disminuyd los niveles de reparacion del ADN observados para la
sobreexpresién de pl9, mientras que la mutante CDK4R24C no tuvo ningun efecto
sobre la respuesta de esta proteina. Concluimos que CDK4 wild type estaria
“secuestrando pl19” impidiendo que esta proteina ejerza su funcién en la reparacién,
no ocurriendo lo mismo cuando CDK4R24C es co-expresada con el inhibidor. Estos
resultados en conjunto apoyan la hipétesis de independencia de funciones de p19, en

donde la funcién en la reparacién no estaria relacionada a su funcién antiproliferativa.
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2. Daifo al ADN y fosforilacion de p19

2.1 pl9 resulta fosforilada en respuesta a dafo

La respuesta canonica al dafio generado en el ADN fue tradicionalmente dividida
en dos vias que involucran cascadas de fosforilaciones. Las quinasas principales de
estas vias, ATM y ATR, pertenecen a la familia de proteinas similares a la fosfatidil-
inositol-3-quinasa (PIKK). Las quinasas ATM y ATR controlan los puntos de control
G1l/S, intra-S 'y G2/M a través de la activacion de sus efectores rio abajo, Chk2 y Chkl
respectivamente. Las quinasas Chk2 y Chkl finalmente activan proteinas efectoras
gue propagan la sefializacion de la respuesta. (Abraham, 2001; Bartek and Lukas,
2003; Harper and Elledge, 2007).

En el segundo objetivo de este trabajo evaluamos la posibilidad de que p19
formara parte de la compleja la red de proteinas que resultan fosforiladas en la
respuesta al dafio. Hemos descripto que la expresion de pl19 es inducida en respuesta
a radiacién UV. Sin embargo, la induccién de pl19 no esta restringida a este dafador.
Ha sido demostrado por nuestro grupo de trabajo que otros agentes genotéxicos
también tienen la capacidad de inducir la expresion de pl19 (Ceruti et al., 2008). En
este Ultimo trabajo se evaluaron dos dafadores, cisplatino y péptido pB-amiloide, los
cuales promueven diferentes tipos de dafio. El cisplatino es una potente droga
antitumoral que genera principalmente aductos intracatenarios, y el péptido pB-
amiloide aumenta los niveles de estrés oxidativo intracelular y genera roturas del tipo
doble cadena en el ADN (Rabik and Dolan, 2007; Tamagno et al., 2006).

Para estudiar si p19 resulta fosforilada en respuesta a estos dafios se realizaron
ensayos de marcacién metabdlica con 3*°P-ortofosfato en fibroblastos WI-38.
Observamos que pl9 en condiciones basales no posee niveles detectables de
fosforilacién, sin embargo, cuando las células son tratadas con alguno de los tres
genotoxicos mencionados (luz UV, cisplatino o péptido B-amiloide) pl9 efectivamente
resulta fosforilada. EI minimo tiempo luego del dafio para el cual detectamos
fosforilacién fue de 20 minutos. Teniendo en cuenta estos resultados y la funcién en la
reparacion del ADN de p19 hipotetizamos que la misma podria formar parte del grupo
de proteinas target de las quinasas que componen las vias ATM/ATR. Resultados auln
no publicados, utilizando inhibidores para algunas quinasas de estas cascadas de
sefiales, mostraron que tanto las enzimas apicales ATM y ATR como las quinasas Chk2
y Chk1l estarian involucradas en el proceso de fosforilacién de p19 luego de dafio,

apoyando la hipétesis anterior.
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2.2 ¢En qué sitios es fosforilada p19 ?

Para definir los sitios de fosforilacion realizamos en primer lugar un andlisis in
silico de la secuencia proteica de pl19 buscando los sitios probables de ser modificados
a través de la herramienta Netphos. Para los sitios con valores de probabilidad més
altos, construimos mutantes reemplazando las serinas o treoninas por alaninas
(serinas: 13, 66, 76; treoninas: 89, 141). Estos sitios, ademdés, resultaron
conservados en el alineamiento de secuencias de pl9 correspondientes a diferentes
especies de mamiferos. El estudio de la fosforilacién in vivo de estas mutantes nos
llevd a concluir que los aminoéacidos S13, S66 y T89 no son sitios reales de
fosforilacién por dafio, puesto que el estatus de fosforilaciéon en dichas mutantes no
fue modificado con respecto al grado de fosforilacion observado para pl9wt. Sin
embargo, si observamos una disminucion en los niveles de fosforilacion para la
mutante T141 como asi también para otra mutante, p19ANKIless que carece del Ultimo
dominio ankirina en el cudl est4 contenido el sitio T141. Mas aun, la mutante en S76
pierde por completo la capacidad de ser fosforilada. Estos resultados postularian a la
serina 76 y la treonina 141 como sitios efectivos de fosforilaciéon en respuesta a
genotéxicos. Hasta el momento fue reportado un Unico trabajo en el cual se describe
fosforilaciéon en p19 (Thullberg 2000). Los autores observaron fosforilacién en la linea
celular U20S, transfectada con el inhibidor y en condiciones basales. Mediante el
analisis de los fosfopétidos en geles bidimensionales describen dos sitios en donde
ocurriria la fosforilacion, serina 66 y serina 76 y, ademas, mencionan una posible
fosforilacién en alguna treonina. La posibilidad de que la serina 76 y alguna treonina
sean fosforiladas concuerda con los resultados hallados en nuestro trabajo. Sin
embargo, existen discrepancias en la observaciéon de fosforilacidon sin la aplicacién de
tratamiento alguno y en la fosforilacién de la serina 66. Esta diferencia podria
originarse en los sistemas utilizados para realizar los estudios. Nuestros ensayos de
fosforilacién fueron conducidos en lineas celulares WI-38 y BHK-21 derivadas de
tejidos normales, mientras que la linea celular U20S fue establecida a partir de tejido
tumoral proveniente de osteosarcoma, la cual por su origen podria presentar alterada
alguna via que promoviera la fosforilacion. Fue reportado, por sobreexpresion de pl19
en células U20S y SAOS-2 (otra linea derivada de osteosarcoma), que el efecto
inhibitorio de p19 a lo largo del ciclo celular es modulado por el mecanismo de
degradacion ubiquitina-proteasoma (Thullberg et al.,, 2000). Por otro lado, en un
trabajo publicado recientemente observaron que mutantes de pl9 imitando una doble
fosforilacion en los residuos S66 y S76, por reemplazo con acido glutamico,
aumentaban la capacidad de pl19 de ser ubquitinada in vitro (Low et al., 2009) La

fosforilacion de pl9 observada in vivo en condiciones basales podria promover
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entonces, un nivel de degradaciéon mas activo de este inhibidor del ciclo celular que
permitiera a su vez una tasa de proliferacion mas elevada en estas lineas tumorales.
Esta seria una posible explicacién a las diferencias encontradas respecto de nuestros

resultados.

El hecho de haber encontrado que la mutante p19T141A disminuye su nivel de
fosforilacién y que la mutante pl9S76A pierde la capacidad de fosforilarse en su
totalidad nos llevé a plantear la hipétesis de secuencialidad de la fosforilacién.
Planteamos que un primer paso de fosforilacién en serina 76 podria ser necesario para

que una segunda fosforilacion ocurriera en la treonina 141.

2.3 ¢Cuéles son las quinasas involucradas en el p roceso de fosforilacion?

En el andlisis in silico de las quinasas capaces de fosforilar a p19, CDK5 y PKA
fueron sefialadas como posibles responsables de la fosforilacibn en serina 76 vy
treonina 141, respectivamente. Si bien so6lo CDK5 fue sefialada en el andlisis, CDK1 y
CDK2 comparten la misma secuencia consenso de fosforilacion (Songyang et al.,
1996). Utilizamos inhibidores para estas quinasas en ensayos de fosforilacion in vivo
para evaluar la participaciéon de las mismas en el proceso de fosforilacion de p19
enddégena, pl9wt sobreexpresada y también sobre las mutantes de p19. En el caso de
pl9 endégena y pl9wt, los resultados muestran que ambos inhibidores modificaron
los niveles de fosforilacién frente al tratamiento con diferentes agentes dafadores
(UV, péptido B-amiloide y cisplatino). Roscovitina, potente inhibidor de CDK1, CDK2,
CDK5 y CDK?7, el cudl afectaria la fosforilacion en serina 76 elimind la fosforilacion de
pl9 en su totalidad, mientras que H-89 inhibidor de PKA, enzima que catalizaria la
fosforilacién en treonina 141, disminuy6 la fosforilacion. A partir de estos resultados
concluimos, en primer lugar, que PKA y alguna de las CDK que es inhibida por
Roscovitina estan involucradas, probablemente en forma directa, en el proceso de
fosforilacion de pl19 gatillado en respuesta a genotéxicos. Los resultados obtenidos son
congruentes con los encontrados en el analisis de fosforilacion de las mutante
pl9S76A y pl9T141A comentados previamente y, consecuentemente, apoyan la

hip6tesis de secuencialidad.

Por otro lado, utilizando estos mismos inhibidores en el analisis de la fosforilacion
de las mutantes de pl19 encontramos que Roscovitina, como era esperado, elimina la
fosforilacion observada para p19T141A y p19ANKIless. En cuanto al inhibidor de PKA,
H-89, observamos que la mutante p19T141A no modifica su nivel de fosforilacién por

este tratamiento y tampoco lo hace la mutante pl19ANKless con ninguno de los
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dafiadores utilizados. Estos resultados nos llevaron a concluir que las mutantes
pl9T141A y pl19ANKIess estan siendo fosforiladas por alguna CDK y que, ademas, en
ellas habria sido efectivamente eliminado el sitio de fosforilacién en el cuél PKA
ejerceria su accion. Es decir que la treonina en la posicién 141 seria el Unico sitio de

pl9 en donde estaria involucrada la fosforilacion por PKA.

En eucariotas, la division celular y la respuesta a estrés genotdxico estan
estrechamente ligadas, por ejemplo, por las vias de los checkpoints que detectan la
presencia del dafio en el ADN y conducen a un arresto reversible del ciclo celular.
Independientemente del mecanismo de reparacion del dafio que actle, un paso
estrictamente necesario en la respuesta al dafio en las células proliferantes es la
inhibicién del ciclo celular, la cual es mediada por la inhibicion de las CDKs, enzimas
responsables de conducir la progresion del ciclo (Cerqueira et al., 2009). En células
proliferantes, la actividad de las CDKs estd modulada por quinasas, fosfatasas e
inhibidores que se encuentran directa o indirectamente regulados por las vias de
respuesta al dafio (Malumbres and Barbacid, 2005). La inhibicidn en respuesta a dafio
de la actividad de CDKs que participan en la regulacion del ciclo celular, como CDK1 y
CDK2, contrasta con los resultados descriptos respecto de las quinasas probables de
fosforilar a p19 en la serina 76. Sin embargo, trabajos recientes revelan una nueva
conexion entre la respuesta al dafio y los principales actores de la division celular, en
la cual, las CDKs que gobiernan la fase de sintesis de ADN y la mitosis ademas
participan directamente en procesos de reparacion del ADN ((Wohlbold and Fisher,
2009). Por ejemplo, en levaduras, CDK1 promueve la reparacién de dafios doble
cadena por el mecanismo de recombinacién homoéloga y esta actividad es necesaria en
multiples pasos de este mecanismo de reparacién (Aylon et al., 2004; Huertas et al.,
2008; Ira et al., 2004) ). En mamiferos, las funciones precisas de las CDKs en la
reparacion directa del dafio aun no fueron determinadas. Sin embargo, fue reportado
que la pérdida de CDK2 resulta en una deficiente reparacion del dafio doble cadena
(Deans et al., 2006; Huertas and Jackson, 2009; Muller-Tidow et al., 2004;
Satyanarayana et al., 2008). Entre las proteinas targets de CDKs, integrantes de
mecanismos de reparacién que han sido descriptas hasta el momento, podemos
mencionar a 53BP, CtiP, BRCA1l, Rad9, Crb2 y ATRIP (Caspari et al., 2002; Myers et
al., 2007; Yata and Esashi, 2009). Estos resultados describen a las CDKs como
efectores positivos en la respuesta al dafio, hasta el momento en la via de reparacion
del dafio doble cadena, y resultan coherentes con la idea de fosforilacion de pl19 por

CDKs.

La hipotesis acerca de la accién directa de las quinasas fue analizada mediante

diferentes estrategias. En primer lugar, buscamos definir en la linea WI-38 cudl de las

122



DISCUSION

CDKs podria estar actuando en la fosforilacion. Si bien sélo la quinasa CDK5 fue
indicada por la herramienta NetphosK en la fosforilacion de pl19, CDK1l y CDK2
comparten la misma secuencia consenso de fosforilacion (Songyang et al., 1996).
Evaluamos fosforilacion de pl19 utilizando oligonucledtidos antisentido de CDK1 vy
CDK2 (ASCDK1 y ASCDK2) para disminuir sus respectivas actividades. Como fue
mencionado con anterioridad la actividad de CDK5 solo fue reportada en tejido
nervioso, por lo cual descartamos su participacion en la linea celular WI-38. Los
resultados indicaron que CDK2 participaria en el proceso de fosforilacion. Sin
embargo, no fue detectada ninguna variaciéon en la fosforilacion de p19 cuando las
células fueron tratadas con el oligonucleétido ASCDKL1. Si bien el hecho de no observar
variaciones cuando las células son incubadas con ASCDK1 podria implicar que esta
guinasa no esta relacionada con el proceso de fosforilacion, no podemos descartar su
participacidon a partir de estos resultados puesto que no hemos podido detectar una
disminucién en los niveles de proteina CDK1, observando una baja intensidad de las
bandas de la proteina por Western blot. Una explicacion posible podria estar
fundamentada en que la proteina CDK1 tuviera una vida media larga o también que
hubiera fallado el disefio de la sonda antisentido. Sin embargo, obtuvimos una efectiva
disminucién de los niveles de ARNm para la quinasa CDK1, lo cual indicaria el correcto
funcionamiento de la estrategia. CDK2 presenta actividad sobre el final de la fase G1 y
en la fase S, mientras que la actividad de CDK1 se desarrolla principalmente en las
fase G2 y M (Trimarchi and Lees, 2002). Al conducir los ensayos en células no
sincronizadas, el mayor porcentaje de células en estudio se encuentra en las fases G1
y S, para las cuales esta descripta la actividad de CDK2. Podemos suponer que CDK1
es una quinasa que efectivamente fosforila pl19, que la sonda antisentido para la
misma estd funcionando correctamente y que el problema en la deteccion de la
proteina estuviera en el anticuerpo y/o las diluciones del mismo utilizadas. En tal caso
el bajo porcentaje de células en las fase G2/M y consecuentemente la baja actividad
de CDK1 en el total de la poblacion de células analizadas podria explicar la no
disminucién en el nivel de fosforilacion de p19 utilizando la sonda ASCDK1. En este
caso la fosforilacion por CDK2 enmascararia la disminucion de la fosforilacion por
deplecion de CDK1. Entonces, no descartamos la actuacion de CDK1 sobre la
fosforilacién de pl9 y concluimos que para analizar este punto el ensayo deberia ser

realizado en células sincronizadas.

Profundizando en el estudio de las quinasas involucradas en la fosforilacion
quisimos evaluar si CDK2, CDK5 y PKA serian capaces de fosforilar a p1l9 en forma
directa. En el primer abordaje utilizamos péptidos representando las secuencias de
pl9 alrededor de Ilos sitios serina 76 y treonina 141 (p-S76 y p-T141
respectivamente). El péptido p-S76 fue incubado <con CDK2 o CDK5
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inmunoprecipitadas de extractos celulares apropiados dafiados por UV, mientras que
el péptido p-T141 fue incubado con PKAc purificada de corazén bovino. Concluimos
que, tanto CDK2 como CDK5 pueden fosforilar directamente al péptido p-S76 y

ademas que, PKAc tiene la capacidad de fosforilar a p-T141.

Estudiamos luego la capacidad de estas quinasas de fosforilar in vitro a la proteina
completa pl19, empleando las mismas fuentes de las enzimas descriptas para el punto
anterior. Observamos fosforilacién de GST-pl9 para las tres quinasas evaluadas,
CDK2, CDK5 y PKAc. Llamativamente, observamos fosforilacion por PKAc sobre pl9
sin encontrarse fosforilada en serina 76, un posible requerimiento para que esta
fosforilacién tenga lugar. Sin embargo, el contexto artificial que implica este ensayo in

vitro muy probablemente actle forzando esta reaccion de fosforilacién.

Finalmente, buscamos comprobar la interacciéon in vivo entre las quinasas y p19.
En primer lugar, se realizaron estudios de co-inmunoprecipitacion, transfectando
solamente la proteina pl9 en las células. Lamentablemente estos ensayos no fueron
exitosos, quizas debido a que las interacciones quinasa-sustrato son muy débiles y de
muy corta duracion, por lo cual planteamos la necesidad de co-transfectar pl9 y las
enzimas respectivas. La co-transfeccion de pl9 y PKAc nos permitié detectar la co-
inmunoprecipitacién de estas dos proteinas. El mismo analisis con las quinasa CDK2 y
CDK5 es un objetivo pendiente en este trabajo. En este caso, ademds de transfectar

las quinasas sera necesario co-transfectar los coactivadores de cada una de ellas.

2.4 Hipotesis de la fosforilacién secuencial

Ahondando en el estudio de la fosforilacion secuencial de pl9 fue utilizada la
técnica de dinamica molecular (MD) para simular este proceso. Los resultados de este
analisis mostraron que la fosforilacibn en serina 76, podria conducir a cambios
estructurales en algunas regiones, particularmente los Fhairpins  de las
repeticiones ankirina 3°, 4° y 5°. El g-hairpin del quinto dominio ankirina contiene a la
treonina en la posicién 141 por lo cual hipotetizamos que este cambio conformacional
podria permitir la interacciéon entre pl9 y una segunda quinasa, probablemente PKA,
que actuara sobre el sitio treonina 141. A su vez, los cambios estructurales generados
por esta segunda fosforilacibn podrian favorecer interacciones con otras proteinas

ligadas a la funcion de p19 en la reparacion del ADN.

Construimos entonces, una mutante simple y una doble mutante de p19 imitando
la fosforilacion en serina 76 o en ambos residuos, serina 76 y treonina 141 (pl19S76E

y pl9S76T141E respectivamente). Si la hipGtesis de secuencialidad resultara valida, la

124



DISCUSION

mutante que no puede ser fosforilada en serina 76 pero que si simula esta
fosforilacion deberia permitir la fosforilacion de un segundo residuo aminoacidico.
Observamos que la mutacion por si misma no es suficiente para promover la
fosforilacion de pl9S76E en condiciones basales, sin embargo, efectivamente
comprobamos que pl9S76E resulta fosforilada cuando la activacion de la respuesta al
dafio es promovida por luz UV. Sumado a esto, observamos que la mutante
pl9S76T141E no presenta niveles de fosforilacion detectables frente al mismo dafio
evaluado. Esto hecho sugiere que serina 76 y treonina 141 serian los Unicos sitios en
pl9 en ser fosforilados en respuesta a dafio, la fosforilacion en serina 76 estaria
promoviendo solamente la fosforilacion en treonina 141. Por lo cual, de esta parte
concluimos que, tanto el resultado del analisis por MD como estas Ultimas
observaciones, apoyan fuertemente la hipotesis de secuencialidad de la fosforilacion
de pl19 en respuesta a agentes genotoxicos, primero en serina 76 y luego en treonina
141.

2.5 ¢En qué compartimiento subcelul ar ocurre la fosforilacién de p19~?

La prediccion in silico de la localizacién de pl9 describe a esta proteina como
predominantemente citoplasmatica. Sin embargo, fue reportado que pl1l9 se transloca
al nucleo luego de irradiaciéon por UV (Ceruti et al., 2005). Modificaciones post-
traduccionales como la fosforilacion permiten un control temporal y espacial sobre la
relocalizacién de proteinas. Nos preguntamos entonces si la fosforilacion, promovida
por dafio genoto6xico, es requerida para el pasaje de pl9 desde el citoplasma al

nucleo.

Con este objetivo, evaluamos la localizacién de la proteina por Western blot en
relacion con los eventos de fosforilacibn de pl9wt o de las mutantes de pl9
(p19S76A, pl9141A, pl9S76T141A y pl9S76E) mediante ensayos de marcacion
metabdlica en los cuales se realiz6 un fraccionamiento subcelular en forma previa a la

inmunoprecipitacién de p1l9wt y sus variantes.

Los resultados obtenidos indican que la fosforilacién de pl19, luego del dafio al
ADN, ocurre en el espacio citoplasméatico. Los ensayos con la mutante p19T141A vy el
tratamiento con H-89 en las células con p19wt indican que el sitio serina 76 resulta
fosforilado en el citoplasma y que, ademaés, la treonina 141 no es necesaria para el
pasaje de pl9 al nucleo puesto que, en ambos tratamientos, pl9 se observa a los 60
minutos luego de la irradiacién con UV en este espacio subcelular. Por otro lado, los

ensayos utilizando la mutante p19S76E sefialan que la treonina 141, Gnico residuo con
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capacidad de ser fosforilado en esta proteina, es también modificado en el citoplasma.
Finalmente, la fosforilaciéon de pl9 en serina 76 es estrictamente necesaria para la
traslocacion de la proteina, ya que la mutante pl19S76A pierde la capacidad de

relocalizacién nuclear.

2.6 ¢Cuél esla relevancia fisiol6gica de la fosf orilacion?

Demostramos que la sobreexpresion de pl9wt aumenta significativamente la
capacidad de las células MA-10 y WI-38 de reparar el ADN en respuesta a genotéxicos
y, ademas, que pl9wt es fosforilada por el tratamiento con estos mismos dafiadores.
Resultd 16gico plantear que la fosforilacion de pl9 podria estar ligada con su funcién
en la reparacion del ADN. Encarando el estudio en esta direccién, realizamos ensayos
de UDS para medir reparacion del ADN transfectando las mutantes de pl9 que
disminuyen o pierden por completo la capacidad de ser fosforiladas (pl9S76A,
p19T141A, pl9 ANKless y pl9S76T141A). Observamos que las mutaciones en estos
sitios afectan sustancialmente los niveles de reparaciéon en contraste con los
resultados derivados de la sobreexpresion de pl9wt. Los tratamientos
correspondientes a las mutantes pl19S13A, pl9S66A y pl9T89A no modificaron la
respuesta obtenida para pl9wt. Estos resultados avalan la hipotesis planteada
inicialmente en la cual la fosforilacion de pl9 fue postulada como necesaria en la
funcién de pl9 de reparacion del ADN. Aan mas, ambos sitios, serina 76 y treonina
141, son requeridos en esta funcidon. La mutante p19T141A, que conserva cierto nivel
de fosforilacidon por dafio, pierde completamente el efecto sobre la reparacién. Por otro
lado, las mutantes pl9S76E y pl9S76T141E que imitan la fosforilacién, pero
perdiendo parcial o completamente la capacidad de ser fosforiladas, recuperan la
funcion de reparacién. Hemos sefialado previamente, que la serina en la posiciéon 76
es necesaria y suficiente para la translocacion de p19 al nicleo en respuesta a dafio.
El resultado del andlisis por UDS demuestra que ademdéas treonina 141 es
estrictamente necesaria en la funcién de reparacién. La fosforilacién en este sitio
podria permitir la interaccién de pl19 en el nlcleo con otras proteinas involucradas en

la reparacion del ADN para cumplir con su funcion.

Describimos que pl9wt capaz de ser fosforilada aumenta sensiblemente la
capacidad de las células de reparar el ADN y que este aumento en la reparacion esta
correlacionado con la disminucidén en la muerte por apoptosis. Planteamos luego que
las mutantes de fosforilacién perderian el efecto protector de pl9 sobre la apoptosis
inducida por dafo. En efecto, las células transfectadas con las mutantes que pierden

la funcion de reparacién del ADN presentan niveles de apoptosis similares a los

126



DISCUSION

observados en las células control, sin sobreexpresion de pl9wt. La funciéon de
reparaciébn de pl9 y en consecuencia, el sitio serina 76 y treonina 141, son
fundamentales en la resistencia que ejerce pl9 contra la muerte por apoptosis

inducida por dafio.

El alineamiento de secuencias para las diferentes INK4 revelé que ninguno de los
dos aminoécidos, serina 76 o treonina 141 se encuentran conservados en esta familia
de inhibidores. La fosforilacién en estos sitios podria ser la clave para explicar el

comportamiento diferencial de pl19 en situaciones de dafio al ADN.

Por ultimo, evaluamos la necesidad de la fosforilacion en la funcién clasica de p19
como inhibidor de CDK4/CDK6. En el alineamiento de secuencias para la familia INK4
observamos también que un Unico sitio potencial de ser fosforilado, treonina 89, se
encontraba conservado. Los resultados descriptos hasta aqui nos llevaron a plantear
gue si la funcién de pl9 en la reparacién resultara efectivamente independiente de su
funcién inhibitoria del ciclo celular, los sitios serina 76 y treonina 141 responsables de
la fosforilacion en pl9 por dafio no estarian involucrados en la inhibicién de la
proliferaciéon. Ademas, si bien no obtuvimos fosforilacién de p19 en ausencia de dafio,
pensamos que la treonina conservada en la posicion 89 podria tener alguna
implicancia, quizads estructural, en la funcidon antiproliferativa de p19. El estudio fue
realizado por incorporaciéon de ®H-timidina en la linea WI-38 sobreexpresando todos
las mutantes generadas para pl9. No encontramos diferencias significativas en las
capacidades de arrestar el ciclo celular para ninguna de las mutantes de fosforilacion
analizadas. La mutante estructural pl9ANKless si modifica parcialmente esta
capacidad. En esta mutante la eliminacion del quinto dominio ankirina completo podria
estar desestabilizando la estructura de pl9 en los dominios 1 y 2 que fueron

reportados como los responsables de la interaccion con CDK4/6 (Low et al., 2009).

Teniendo en cuenta que las mutantes pl9S76A, pl9T141A y pl9S76T141A
pierden su funcién en la reparacidn pero no en la inhibicién del ciclo celular, los
resultados expuestos en este punto apoyan fuertemente la hip6tesis de independencia

de funciones de la proteina p19.
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3. Interactores de pl9 ligados al rol de reparaci 6n del ADN

La pregunta légica que surge, en base a todos los resultados descriptos y
discutidos hasta aqui, apunta a descifrar cual podria ser el modelo de accién de pl19
en respuesta al dafio al ADN. En este ultimo objetivo iniciamos el estudio en esta
direccion a través de la busqueda de posibles interactores de pl9. Utilizamos la
técnica de doble hibrido Cytotrap, a partir de la cual, identificamos 6 proteinas de
interés. Estas proteinas pueden ser clasificadas en 3 grupos distintos en base a sus
funciones descriptas hasta el momento: Proteinas de Reparacién; Reguladores de
Factores de Transcripcion ligados al Ciclo Celular y a la Apoptosis; y Factores
Remodeladores de la Cromatina. Las 6 proteinas presentan funciones en procesos

comunes a pl9, razon por la cual resultan de particular interés.

Encontramos una proteina en el primer grupo llamada Cullin-associated and
neddylation-dissociated 1 (CAND1). Esta proteina tiene, entre otras funciones, un rol
fundamental en la regulacién del reconocimiento del dafio por UV en el ADN y en el

reclutamiento de la maquinaria NER. Este rol fue descripto en el afio 2006.

En el segundo grupo que comprende Factores de transcripcion encontramos a 2
proteinas : Interferon regulatory factor 2 binding protein 2 (IRF2BP2) y Cell division
cycle and apoptosis regulator 1 (CCAR1).

IRF2BP2 fue descripta por primera vez en el afio 2003 como una proteina
nuclear de unién al dominio represor C-terminal del IRF-2. Inhibe tanto Ila
transcripcion basal como la transcripciéon activada por un estimulo de los genes
regulados por este factor. Promueve el arresto del ciclo celular e interfiere con la

apoptosis mediada por p53.

CCAR1 fue descripta por primera en el afio 2003, como un inductor de apoptosis
que regula esta via de muerte en respuesta a diversos tipos de agentes incluyendo
adriamicina. Niveles reducidos de CCARL1 resultan en la inhibicion de la apoptosis,
mientras que la expresion aumentada provoca niveles elevados de p2l1 y muerte
celular. CCAR1 también interactlia con la proteina 14-3-3 y produce la disminucion de

la expresion de genes regulatorios del ciclo celular incluyendo c-Myc y ciclina B1.

En el dltimo grupo encontramos 3 proteinas que tienen funciones en la
remodelacion de la cromatina: bromodomain containing 7 (BRD7); Geminin, ADN

replication inhibitor (GMNN); y male-specific lethal 1 homolog (MSL1).

La interaccion de pl9 con factores remodeladores de la cromatina resulta

particularmente atractiva porque la funcién de p19 en la reparacion del ADN no parece
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estar dirigida a un mecanismo de reparacion en particular. Hemos descripto que la
induccion y fosforilacion de pl9 se produce en respuesta a distintos agentes
genotéxicos y cuyos dafios resultan reparados por mecanismos diferentes. La
eficiencia de reparacién de estos dafios se ve influenciada por los niveles proteicos de
pl9 y también por su fosforilacion. La participacién de pl9 en mecanismos diversos
podria ser explicada por una funcién en la respuesta primaria al dafio comun para los
genotéxicos ensayados. Esta funcidon podria ser la de actuar en la remodelacién de la
cromatina, razén por la cual pl9 seria propuesto como un factor ligado a la

accesibilidad de la cromatina.

BRD7 fue identificada por primera vez como una proteina de unién al Factor
Regulador del Interferon 2 (IRF-2) en 1997. Es predominantemente nuclear
observando una co-localizacion con histonas H3 y H4 hiperacetiladas. La
sobreexpresion de BRD7 inhibe el crecimiento y la progresion del ciclo celular de la
fase G1 a la fase S. Recientemente BRD7 fue descripto como un componente del

complejo remodelador de la cromatina SWI/SNF (2008).

MSL1 es una proteina descripta recientemente en humanos (2005) que codifica
una de la cinco proteinas que forman un complejo altamente conservado denominado
MSL (male-specific lethal) con actividad de histona acetil-transferasa (HAT). La
proteina MOF, que forma parte del complejo esta involucrada en la activacion de ATM
en respuesta a dafio al ADN. La acetilacion de p53 por MOF influencia la decision
celular de inducir apoptosis por sobre el arresto del ciclo celular. Fue propuesto que la
proteina 53BP1 reclutaria a MSL1 a los alrededores del ADN dafiado y que luego el
complejo MSL aumentaria la acetilacién en lisinas 16 en histonas H4. La modificacion
de histonas conduciria a cambios estructurales induciendo la remodelacion de la
cromatina y la relajacién del ADN permitiendo a la maquinaria de reparacion acceder a

los sitios dafiados (2009).

GMNN fue caracterizada como una molécula de funcion dual con roles en el
mantenimiento de la integridad del genoma a través de la regulacién del
licenciamiento de la replicacién del ADN. Fue descripta la interaccion entre GMNN vy
Brgl, la subunidad catalitica del complejo remodelador de la cromatina SWI/SNF, que
antagoniza la transcripcion dependiente de Brgl y regula la transicion entre
proliferacion y diferenciacién durante la neurogénesis (2005). También interacciona e
inhibe Cdtl, el cual es proteolizado en la fase G1 en respuesta a dafio en el ADN,

presumiblemente conformando un nuevo checkpoint.

Es interesante destacar que las proteinas descriptas 6 bien las funciones que
hacen mas llamativa la posibilidad de interaccidon de ellas con p19, han sido descriptas

en los Gltimos 6 afios. Esto podria implicar que aln existe un amplio campo de estudio
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en los mecanismos en los cuales estan involucradas y de los cuales p19 podria formar

parte.

La confirmacién de las interacciones in vivo entre pl9 y estos candidatos es un
objetivo que sera continuado por el laboratorio. Aspiramos a describir un mecanismo
de accion que integre la induccién de la expresion de pl19, su fosforilacién y la
participacién de esta proteina en la respuesta al estrés genotéxico, la cual resulta
critica en el mantenimiento normal de la estabilidad del genoma y consecuentemente

en la supervivencia celular.
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Cultivo de Lineas Celulares

Medios de cultivo. Las células de Leydig MA-10 fueron cultivadas en botellas T25
y T75 (TRP) y mantenidas en medio Waymouth MB752/1 conteniendo 1,1 mg/ml de
NaHCO3;, 20 mM HEPES, 50 ug gentamicina y 15% de suero de caballo, a 37 °C en
atmoésfera humidificada con 5% de CO, La linea celular fibroblastica humana WI-38
fue cultivada en placas de 100 mm de diametro y en botellas T75 (TRP) y mantenida
en medio esencial minimo (MEM) conteniendo 10% de suero fetal bovino (SFB), L-
glutamina 2 mM, piruvato de sodio 1 mM, aminoacidos no esenciales 0,1 mM,
bicarbonato de sodio 1,5 g/l, penicilina 100 U/ml, estreptomicina 100 pg/ml,
Anfotericina B 1 mg/ml a 37 °Cy en atmésfera de aire con 5% de CO,. La linea celular
fibroblastica BHK-21 proveniente de rifiobn de hamster (Mesocricetus auratus) fue
cultivada en placas de 100 mm y mantenidas en medio D-MEM (Dulbecco” s modified
Eagle medium, GIBCO) suplementado con 10% de SFB, L-glutamina 2 mM, piruvato
de sodio 1 mM, aminoacidos no esenciales 0,1 mM, bicarbonato de sodio 1,5 g/l,
penicilina 100 U/ml, estreptomicina 100 pg/ml, Anfotericina B 1mg/ml a 37 °C y en

atmosfera de aire con 5% de CO,.

Tripsinizacién. Una vez que las células formaron una monocapa, el medio de
cultivo fue aspirado y descartado, las células se lavaron una vez con PBS para
remover los inhibidores de tripsina presentes en el suero y luego se agregd a cada
placa o botella 1,5 ml de solucion de tripsina 0,25%, EDTA 0,53 mM (GIBCO). Se
incubaron a 37 °C hasta observar en el microscopio que las células se despegaron.
Luego fueron resuspendidas en medio fresco, se determin6 el nimero y la viabilidad
celular como se indica méas abajo y se sembraron a una densidad de 2,0 x 10* células/

cm? en botellas T25 o T75 o en placas de 100 mm de diametro.

PBS: 8 g de NaCl, 0,2 g de KCI, 1,44 g de Na,HPOQO,, y 0,24 g de KH,PO, en 1 litro de
agua bidestilada, pH 7,4.

Determinacién del numero de células y su viabilidad . Para la determinacién
del nimero de células y su viabilidad se emple6 el método de exclusién del azul
tripan. Se colocaron 50 pl de la suspensién celular en 30 ul de medio y 20 ul de la
soluciéon de azul tripan 4% (azul tripan 400 mg, NaCl 810 mg, K;HPO, 60 mg y metil-
p-hidroxibenzoato 50 mg a pH 7,4, en PBS). Se coloc6é una gota de esta mezcla en
una camara de Neubauer y se efectud el recuento celular (N) al microscopio 6ptico en
los cuatro cuadrantes de la camara entre los 5 y los 10 minutos luego del agregado
del colorante. El niumero de células totales por ml y el porcentaje de viabilidad se

calculé aplicando las siguientes formulas:
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Células/ ml= (N/ 4) x 1.000 x 2 x 10

% de viabilidad = células no tefiidas x 100

células totales
Arresto del ciclo celular.

Las células creciendo exponencialmente fueron arrestadas en la fase G1 temprana
mediante la incubacibn en medio con 1% de suero durante 36 horas y fueron
inducidas a retomar el ciclo celular en forma sincrénica mediante el agregado de 10%

06 15% de suero al medio de cultivo dependiendo del cultivo celular.

Analisis del ciclo celular medi ante citometria de flujo.

Preparacion de los extractos. Aproximadamente 1 x 10° células fueron
cosechadas con 1 ml de PBS conteniendo 10% SFB. Luego, se centrifugaron a 1000
rpm durante 5 minutos. El pellet celular se resuspendié suavemente en 100 ul de PBS,
se pasoO a otro tubo conteniendo 1 ml de metanol y se dejé a 4 °C toda la noche. Las
células fijadas se lavaron 2 veces con PBS, se les agregdé 200 ul de RNAsa A 0,2
mg/ml en PBS y se incubaron 30 minutos a 37 °C. Luego se resuspendieron en 200 pl
de PBS conteniendo ioduro de propidio 50 pg/ml. El contenido de ADN celular fue
analizado en un citometro de flujo FACScan (Becton Dickinson Immunocytometry
Systems, San Jose, CA, USA). Los datos fueron analizados con el programa WinMDI
2.8.

Andlisis de ARN por Northern blot.

Obtencion de RNA total. ElI ARN total fue obtenido seguin el método descripto
previamente (Chomczynski and Sacchi, 1987), levemente modificado. Partiendo de 2
x 10° células en placas de 6 cm de diametro, se lavaron una vez con PBS frio, se
agregaron 700 pl de solucion D desnaturalizante, se homogeneizaron con micropipeta
y se trasvasaron a un tubo eppendorf. Todo el trabajo se realizé sobre hielo. Se
agregaron luego 50 pl de acetato de sodio 2 M pH 4,5, 400 pul de fenol saturado en Tris
pH 8,0 y 90 ul de cloroformo-alcohol isoamilico (49:1). La suspension fue agitada
vigorosamente durante 10 segundos con un vértex y centrifugada durante 20 minutos
a 10.000 rpm a 4 °C. La fase superior acuosa, que contiene el RNA se trasvasé a otro
tubo y el mismo fue precipitado agregando un volumen de isopropanol y dejandolo
durante 1 hora a -20 °C. Se centrifugé luego a 10.000 rpm durante 20 minutos a 4

°C, se descarto el sobrenadante y el pellet fue resuspendido en 150 ul de solucién D.
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El ARN fue reprecipitado con 150 pl de isopropanol centrifugandolo 20 minutos a
10.000 rpm. Se lavd 2 veces con etanol 75% y se resuspendid en 22 ul de agua estéril
libre de RNasas.

La concentracion del ARN se calculé midiendo la absorbancia a 260 nm (1 ODygo =
40 ug de RNA) aceptando como criterio de pureza un cociente Aygo/ Azgg Mmayor que 1,7
(Sambrook et al, 1989).
Solucion D desnaturalizante: isotiocianato de guanidina 4M, citrato de sodio

25 mM pH 7, N-laurilsarcosina 5 %, B-mercaptoetanol 0,1 M.

Electroforesis de RNA. La separacion electroforética del ARN total se realizo
segln una adaptacion del método descripto por (McMaster and Carmichael, 1977). Las
muestras de ARN (20 pg) se desnaturalizaron a 50 °C durante 60 minutos en una
mezcla conteniendo glioxal 1,2 M, DMSO 7,5 M, fosfato de sodio 10 mM pH 7. Luego,
las muestras fueron tratadas con el buffer de siembra y sembradas en gel de agarosa
1% en buffer fosfato 10 mM. La corrida electroforética se llevo a cabo durante 2-3

horas a 100 mV en buffer fosfato de sodio 10 mM.

Buffer de Siembra: glicerol 50%, fosfato de sodio 10 mM pH 7, azul de bromofenol
0,25% vy xilene cianol FF 0,25%.

Transferencia de RNA a membrana . Una vez finalizada la electroforesis, el gel
fue sometido a transferencia pasiva a una membrana de nylon (Hybond-N+
Amersham) segun lo descripto por Sambrook y col (1989). Dicha membrana fue
humedecida previamente durante 45 minutos en SSC 20X. La transferencia se realizo
por capilaridad ascendente en una solucion de SSC 20X durante 16 horas. Luego el
filtro de nylon se sec6 entre papeles Whatman 3MM durante 30 minutos a
temperatura ambiente y se colocd en estufa a 80 °C durante 1 hora para que el ARN

se fije irreversiblemente al nylon.

SSC 20X: NaCl 3 M, citrato de sodio 0,3 M pH 7

Marcacién de sondas

pl9. Con la finalidad de detectar el ARNm de pl9INK4d se sintetiz6 un
oligonucleétido de 24 bases complementario a las bases +3 a +26 del ARNm de
pl9INK4d humano (Newton Bishop et al., 1999) cuya secuencia es: 5'-GGC GCG AAC
CTC CTC CAG CAG CAT -3'.
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El oligonucledtido fue marcado radiactivamente en su extremo 5' con la enzima T,
polinucledtido quinasa. Se prepard la mezcla de reacciéon conteniendo 5 pmoles de
oligonucleodtido, el buffer de reaccién, 5 U de T, polinucleétido quinasa (Invitrogen),
100 pCi de [y-*2P]ATP (6.000 Ci/mmol), en un volumen total de 30 pl. Esta
preparacion se incub6 1 hora a 37 °C. La sonda marcada fue purificada, para eliminar
el nucleotido radioactivo no incorporado, mediante dos precipitaciones sucesivas con
1/10 del volumen de acetato de amonio 7,5 M pH 5,5 y 2 volumenes de etanol
absoluto durante 30 minutos a -20 °C. Se centrifugé a 10.000 rpm durante 20
minutos. El precipitado fue lavado con etanol 70% y resuspendido en 100 pul de buffer
TE (Tris-HCI 10 mM y EDTA 1 mM). Una alicuota de la sonda se colocé en un vial con
liguido centellante a base de tolueno y se conté la radioactividad en un contador de
centelleo liquido. Las sondas poseian una actividad especifica aproximada de 4-6 x 10°

cpm/fmol.

Buffer TE: 10 mM Tris-HCI pH 8 y EDTA 1 mM.

B-tubulina. Los resultados de los ensayos de Northern blot fueron normalizados
con los valores de los niveles de ARNm de B-tubulina detectados en paralelo. Se eligio
el gen de la B-tubulina por ser un gen de expresion constitutiva, no afectado por las
fases del ciclo celular. Para detectar el ARNm de B-tubulina se empleé como molde el
ADNc de B-tubulina de pollo escindido del plasmido pBR322B-tubulina (cedido por el
Dr. J. Messina; Universidad de South Florida, Florida, EEUU) por digestiéon con la
enzima Hind III. El cADN se marcé radiactivamente por la técnica de hibridizaciéon con
hexaoligonucleétidos de secuencia al azar (“random primers”). Se mezclaron 40 ng del
ADN molde, previamente desnaturalizado 5 minutos a 95 °C, buffer de reaccién
correspondiente, 2 U del fragmento Klenow de la ADN polimerasa I de E.coli, 0,25 DO
de la mezcla de hexaoligonucleo6tidos de secuencia al azar, dATP, dTTP, dGTP a una
concentracion 500 uM cada uno y [a-*?P]dCTP 10 pCi/pul, (3.000 Ci/mmol). La mezcla
de reaccién fue incubada a 25 °C deteniéndose luego de 1 hora con “stop buffer” (Tris
50 mM pH 8, EDTA 5 mM, NaCl 50 mM y SDS 0,5%). La sonda fue precipitada con
1/10 del volumen de acetato de amonio 7,5 M pH 5,5 y 2 volimenes de etanol
absoluto durante 1 hora a -20 °C. Se centrifugé a 10.000 rpm durante 20 minutos, se
lavd el precipitado con etanol 70% y se resuspendié en 100 ul de buffer TE (Tris 10
mM y EDTA 1 mM). Una alicuota de la sonda se colocé en un vial con liquido
centellante a base de tolueno y se cont6 la radioactividad en un contador de centelleo
liquido. Las sondas asi obtenidas poseian una actividad especifica aproximada de 5-7 x

10% cpm/fmol.
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Para detectar el ARNm de pl6INK4a, pl15INK4b, pl18INK4c, se utilizaron como
sondas, los ADNc correspondientes marcados con [a-*?P]dCTP con el método de

“random primers” de manera similar a la descripta para B-tubulina.

Hibridizacion. Las membranas de nylon conteniendo el ARN fijado por calor
fueron prehibridizadas en una solucion bloqueante. Para detectar el ARNm de pl9 la
prehibridizaciéon se llevéo a cabo en una solucién conteniendo SSC 6X, SDS 0,1%,
Denhardt 2X (polivinilpirrolidona 0,04%, Ficoll 0,04%, seroalbumina bovina 0,04%) y
ADN de esperma de salmén 100 ug/ml durante 2 horas a 68 °C en horno de
hibridizaciéon con rotacién. Posteriormente, la sonda para pl9 fue agregada a la
solucién y la hibridizacion se completé a 68 °C por 16 horas mas. Finalizado este
procedimiento, las membranas fueron lavadas 3 veces a temperatura ambiente con
SSC 1X y SDS 1% durante 2 minutos y tres veces a 68 °C con SSC 0,2X y SDS 0,1%
durante 2 minutos.

Para detectar los ARNm de B-tubulina, pl6INK4a, pl5INK4b, pl8INK4c, la
prehibridizacion se llevo a cabo en una solucion bloqueante (SSC 6X, SDS 1%,
Denhardt 2X, y ADN de esperma de salmén 100 pg/ml) durante 2 horas a 68 °C en
horno de hibridizacibn con rotacidon. Posteriormente se agregaron las sondas
correspondientes y se completd la hibridizacién a 68 °C por 16 horas mas. Finalizado
este procedimiento, las membranas fueron sometidas a dos lavados a temperatura
ambiente con SSC 2X y SDS 0,1% durante 15 minutos y dos lavados a 68 °C con SSC
0,2Xy SDS 0,1% durante 15 minutos.

Autorradiografia y cuantificacion. Las membranas lavadas se secaron entre
papel Whatmman 3MM por 30 minutos, se envolvieron con nylon impermeable y se
expusieron en un casette con pantalla radiogréafica intensificadora (FUJIFILM) a
temperatura ambiente entre 24 y 72 horas. Luego de escanear las pantallas en un
analizador de imagenes Bio-Imaging Analyzer Fujifiim BAS-1800Il1, las iméagenes

resultantes se cuantificaron con el programa ImageQuant, Amersham Biosciences.

Analisis de proteinas por Western blot

Preparacion del lisado celular total. Aproximadamente 2,0 x 10° células
cultivadas en placas de 60 mm, se lavaron dos veces con PBS frio, se pasaron a un
eppendorf con 1 ml de PBS, se centrifugaron a 5000 rpm durante 5 minutos para
precipitar las células y se descartdo el sobrenadante. El lisado celular total fue
preparado con 60 ul de buffer RIPA conteniendo inhibidores de proteasas frescos

(PMSF 100 pg/ml, aprotinina 60 pg/ml y ortovanadato de sodio 1 mM). Luego de
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homogeneizar las células, se dejaron en hielo durante 30 minutos. Se centrifugaron a
10.000 rpm por 10 minutos para remover los restos celulares y se guardé una alicuota

del sobrenadante para cuantificar proteinas por el método de Bradford.

Buffer RIPA: Tris-HClI 50 mM pH 7,5, NaCl 150 mM, Nonidet P-40 1%, deoxicolato de
sodio 0.5%, SDS 0.1%.

Electroforesis en gel de poliacrilamida . En todos los casos las muestras
fueron analizadas en un gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes
(Laemmli, 1970). Utilizamos el sistema vertical de Bio-Rad. El gel separador (inferior)
se prepar6 al 12% (1,5 ml de agua destilada estéril, 1,6 ml de solucién de acrilamida/
bisacrilamida al 30%, 0,8 ml de Tris 1,5 M pH 8,8, 40 ul de SDS 10%, 40 ul de
persulfato de amonio 10% y 2,5 ul de TEMED) en algunos casos el porcentaje de
poliacrilamida utilizado fue del 15%), y el gel concentrador (superior) se preparo al 5%
(2,04 ml de agua destilada estéril, 0,51 ml de solucion de acrilamida/ bisacrilamida al
30%, 0,37 ml de Tris 1 M pH 6,8, 30 ul de SDS 10%, 30 ul de persulfato de amonio
10% y 3 ul de TEMED). Las muestras, con el buffer de siembra se hirvieron durante 3
minutos. En un pocillo se sembraron 5 ul del marcador de peso molecular (Full-Range
Rainbow Molecular Weight Marker, Amersham Life Science). Luego se realizo la
electroforesis, a 100 V, en buffer Tris-Glicina-SDS 1X hasta que el azul de bromofenol

alcanzé el final del gel separador.

Transferencia a membrana. Una vez concluida la separacion
electroforética, las proteinas fueron transferidas a un soporte sélido, en este caso un
filtro de nitrocelulosa (Burnette, 1981). Una de las caras del gel fue apoyada sobre un
trozo de nitrocelulosa del mismo tamafio y ambos fueron colocados entre papeles
Whatman 3MM previamente humedecidos en buffer de transferencia 1X y estos a su
vez colocados entre dos esponjas de poro grande y dentro de un soporte plastico.
Toda la construccién fue sumergida en el tanque electroforético, con buffer de
transferencia 1X, con el filtro de nitrocelulosa del lado anddico. La transferencia se

llevé a cabo a 200 mA, durante 60 minutos.

Buffer Tris-Glicina-SDS 1X: Tris base 25 mM, glicina 250 mM pH 8,3, SDS 0,1%.
Buffer de Transferencia 1X: Tris-glicina 1X, SDS 0,01%, metanol 20%.
Buffer de Siembra: Tris-HCI 50mM pH 6,8, B-mercaptoetanol 100 mM, SDS 2%, azul

de bromofenol 0,1%, glicerol 10%.

137



MATERIALES Y METODOS

Deteccién de proteinas. Luego de la transferencia, se colocé la membrana
de nitrocelulosa en una solucién de bloqueo (leche descremada en polvo 5% en TBS
1X) y se dej6 en agitacién O.N. a 4 °C para reducir los sitios potenciales de unién de
proteinas irrelevantes. Luego se incub6 la membrana con el anticuerpo primario
diluido en TBS 1X durante 3 horas a temperatura ambiente con agitacién suave. La
membrana se lavd 3 veces con Tween 20 0,05% en TBS 1X, durante 5 minutos. Luego
se incubd con el anticuerpo secundario correspondiente conjugado con la enzima
peroxidasa de rabanito (HRP) diluido en solucién de bloqueo durante 90 minutos a
temperatura ambiente. La membrana se lavé 3 veces nuevamente con Tween 20
0,05% en TBS 1X, durante 5 minutos y una vez con TBS 1X, también durante 5
minutos. Para visualizar las proteinas de interés se utilizé el kit de deteccion ECL
(Amersham Pharmacia Biotech), basado en la produccion de quimioluminiscencia
como consecuencia de la digestion de un sustrato de la enzima HRP. La sefial fue
detectada en un analizador de imagenes Bio-Imaging Analyser Fujifiim LAS-1000.
Como control de carga del gel se utilizo la técnica de tincién de un gel de proteinas

corrido en paralelo con el colorante Coomassie Blue.
Anticuerpos primarios:

- Anticuerpo anti-p19INK4d humana de ratén, P1000-38, USBiological.

Anticuerpo anti-V5, monoclonal de raton. R960-25, Invitrogen.

Anticuerpo anti-PKAc humana, policlonal de conejo. C-20, Santa Cruz Biotechnology.

Anticuerpo anti-GAPDH, monoclonal de ratdn. AB8245 clon 6c5, ABCAM.

Anticuerpo anti-histona H3, policlonal de conejo. C-16 sc-8654—R, Santa Cruz

Biotechnology.

Anticuerpos secundarios:
- Goat anti-mouse conjugado con HRP, sc-2005 (Santa Cruz).

- Goat anti-rabbit conjugado con HRP, sc-2004 (Santa Cruz).

Agentes genotoxicos

Irradiacion ultravioleta. Células en crecimiento exponencial fueron
tripsinizadas y sembradas a 60% de confluencia. Veinticuatro horas mas tarde, se
removido el medio y las células fueron irradiadas en placas abiertas a diferentes
energias de luz UVC, de 254 nm (rango 240-280) segln lo indicado, con una lampara
Philips TUV15WG15T8 calibrada para otorgar 0,25 mJ/cm2.seg. Luego de la
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exposicion, el medio fue readicionado y las células incubadas en estufa a 37 °C con

5% CO, durante los tiempos indicados en cada caso.

Cis-platino y péptido B-amiloide . Células en crecimiento exponencial fueron
tripsinizadas y sembradas a 60% de confluencia en medio completo con 10% SFB.
Veinticuatro horas mas tarde el medio fue reemplazado por medio fresco conteniendo
cisplatino 20 UM 6 péptido B-amiloide 20 UM y las células fueron incubadas en estufa a
37 °C con 5% CO, durante los tiempos indicados en cada caso antes de realizar las
distintas determinaciones. Células control fueron tratadas idénticamente sin agregar al

medio fresco los dafiadores.

Inhibidores de quinasas

La incubacion de las células con los diferentes inhibidores fue iniciada una hora
antes de la aplicacion del dafio. Los inhibidores utilizados fueron los siguientes:
inhibidor de PKA: H-89 (1 uM final) e inhibidor de CDKs: roscovitina (10 uM final). Las
células fueron tratadas o no con los distintos agentes genotoxicos como se indico
anteriormente, pero en este caso el medio que contenia a los inhibidores no fue
reemplazado. Posteriormente las células fueron incubadas en estufa a 37 °C con 5%

CO, durante los tiempos indicados en cada ensayo.

Preparacién de plasmidos

Obtencion de bacterias competentes. Las bacterias competentes se
prepararon segln una variante del método de Cohen (Cohen et al., 1972), descripta
por Sambrook y Russell (Sambrook et al., 2001). Brevemente, se inocularon 2 ml de
medio LB liquido (extracto de levadura 5 g, peptona 10 g, NaCl 5 g, agua c.s.p 1 litro)
con bacterias Escherichia coli, cepa DH5a e incubaron con agitacidon constante a 37 °C,
durante toda la noche. Luego se diluyo el cultivo a 50 ml con medio LB y se incubd a
37 °C con agitacién, hasta que alcanzé la fase exponencial de crecimiento (DOggp=
0,35-0,4). Se enfrid el cultivo en hielo y se centrifugdé a 5.000 x g durante 5 minutos.
El pellet de bacterias fue resuspendido en 10 ml de CaCl, 60 mM frio y se mantuvo en
hielo durante 30 minutos. Se centrifug6é a 5.000 x g y el pellet celular se resuspendi6
en una solucion de CaCl, 60 mM, glicerol 15%. Las bacterias competentes se

alicuotaron y almacenaron a -70 °C.
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Transformacion de ba cterias competentes. Una pequefia cantidad de ADN
plasmidico (50-100 ng) se incub6 con 50-100 pl de bacterias en hielo durante 45
minutos. A continuacién las bacterias fueron sometidas a un shock térmico a 42 °C
durante 60 segundos, seguido de un enfriamiento rapido en bafio de agua con hielo.
Luego se agreg6 LB hasta completar un volumen de 1 ml y se incubé durante 45
minutos a 37 °C. Las bacterias se centrifugaron y se resuspendieron en 50 ul de
sobrenadante. Se sembraron en placas de Petri con LB agar 1,5% con ampicilina (100

pg/ml). Se incubaron 16 horas en estufa a 37 °C.

Preparacion de plasmidos en baja escala ( miniprep). Los plasmidos
fueron preparados utilizando el kit de minipreparaciéon plasmidica Wizard Plus
(Promega). Las bacterias transformadas con el plasmido a aislar fueron inoculadas en
3 ml de medio LB con ampicilina (100 pg/ml) e incubadas durante 16 horas. Una vez
obtenido el pellet bacteriano, se prosiguié con la extraccion plasmidica segun las

instrucciones del fabricante.

Preparacion de plasmidos en gran escala ( maxiprep). Los plasmidos fueron
preparados utilizando el kit de maxipreparacion plasmidica Wizard Plus (Promega). Las
bacterias transformadas con el plasmido a aislar fueron inoculadas en 500 ml de
medio LB con ampicilina (100 pg/ml) e incubadas durante 16 horas. Una vez obtenido
el pellet bacteriano, se prosiguié con la extraccion plasmidica segun las instrucciones

del fabricante.

Analisis de las preparaciones plasmidicas.

Con el objeto de determinar la concentraciéon y calidad de las preparaciones las
mismas fueron sometidas a electroforesis en gel de agarosa 0,8-1% en buffer TAE
conteniendo 0,5 pg/ml de bromuro de etidio. Las muestras fueron sembradas con
buffer de siembra 6X (azul de bromofenol 0,25%, glicerol 30%), sometidas a
electroforesis a voltaje constante (5 V/cm) y visualizadas por transiluminacién con luz
uVv. Paralelamente, las  preparaciones plasmidicas fueron cuantificadas

espectrofotométricamente:
DO,¢0= 1 equivale 50 ug/ml de ADN.
DOye0/280 > 1,5 indica pureza aceptable (Sambrook et al., 1989).

Buffer TAE: Tris-acético 0,4 M, EDTA 1 mM.
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Subclonados y Mutagénesis Dirigida
Subclonado del cADN de p19I1NK4d

La secuencia codificante completa de p19 humana fue amplificada por PCR a partir
del ADNc copia previamente clonado desde una biblioteca de cADN de cerebro
humana. Este fragmento fue clonado en el vector de expresion pcADN4/ V5-His C
(Invitrogen) utilizando los siguientes oligonucléotidos (primers) disefiados con sitios

de corte para las enzimas BamHI y EcoRI respectivamente:

primer forward: 5" CGGGATCCCGATGCTGCTGGAGGAGGTTCGC 3’

primer reverse: 5" GGAATTCCTCCCAGCGGGGCCACCATGTG 37

T ),

e
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sita In varsion B only

Comments for pcDNA™4/V5-His A

5092 nucleotides BGH polyadenylation signal; bases 1009-1313
f1 origin: bases 1366-1789
CMV promoter: bases 209-863 SV40 promoter and origin: bases 1854-2178
T7 promoter/priming site: bases 863-882 EM7 promoter: bases 2186-2241
Multiple cloning site: bases 895-1008 Zeocin™ resistance gene: bases 2261-2635
V5 epitope: bases 1009-1050 SV40 polyadenylation signal: bases 2764-2894
Polyhistidine tag: bases 1060-1077 pUC origin: bases 3278-3951
BGH reverse priming site: bases 1100-1117 Ampicillin resistance gene: bases 4095-4956 (complementary)

Construccién de mutantes p1l9S66A, P19S76A, pl9T141A |, pl9S76E

En la generacion de las mutantes de pl9 que se describen a continuacion se
utiliz6 la estrategia ~Mismatched Primer Mutagénesis’, la cual pertenece a las
estrategias basadas en PCR de mutagénesis dirigida in vitro. (Higuchi R (1990)
Recombinant PCR. In: PCR Protocols. A Guide to Methods and Applications (MA Innis,
DH Gelfand, JJ Sninsky, TJ White, eds), pp. 177-183. Academic Press, San Diego,
CA.). Brevemente, esta estrategia utiliza un primer que es parcialmente

complementario al sitio target pero de union especifica. Dos reacciones de
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mutagénesis son disefiadas en

las cuales los dos productos de PCR generados

presentan una pequefia region conteniendo la mutacién que se solapa. Estos dos

productos son combinados en una tercera reaccién de PCR para generar el producto

completo con la mutacién en una localizacién mas central (Figura).

PCR 1

Primer forward sitio BamHI (5°--37)

PCR 2

Primer forward mutado (5"--3")

Primer reverse mutado (3°--5") Primer reverse sitio EcoRI (3"--57)

5 —— 5 2
A ———— 2L T 'S
k |reaccil5n de elongacién | J
T 2
' 1
5 2
g o1
PCR 3
Primer forward sitio BamHI (5'--3")
Primer reverse sitio EcoRI (3'--5")
5 ¥
¥ ¥ ... serina o treonina
¥ 3" mutada a alanina
¥ 5

Primers utilizados en los clonados de las mutantes p19S66A, p1l9S76Ay pl19T141A:;

pl9S66A, reemplazo de serina 66 (AGC) por alanina ( GCC):

primer reverse (1): 5 GTCCTGGACATTGGG GGC GGCACCTTGCTCAG 3’
primer forward (2): 5" CTGAAGCAAGGTGCC GCC CCCAATGTCCAGGAC 37

pl9S76A, reemplazo de serina 76 (AGT) por alanina (  GCT):

5" CTGCGTCATGGACTGG AGC GGTACCCGGAGG 3’
primer forward (2): 5° GACACCTCCGGTACC GCT CCAGTCCATGACGCAG 3’

Primer reverse (1):

pl9T89A, reemplazo de treonina 89 (ACC) por alanina (GCC):

Primer reverse (1): 5" CACTAGGACCTTCAG GGC GTCCAGGAATCCAGT 3’
primer forward (2): 5° ACTGGATTCCTGGAC GCC CTGAAGGTCCTAGTG 3’

pl9S76E, reemplazo de serina 76 (AGT) por acido glu tamico (GAA):
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Primer reverse (1): 5° CTGCGTCATGGACTGG TTC GGTACCGGAGGTGTC 3~
primer forward (2): 5° GACACCTCCGGTACC GAA CCAGTCCATGACGCAG 37

En todos los casos los primers conteniendo los sitios de restriccién fueron los

siguientes:

primer forward (BamHI): 5" CGGGATCCCGATGCTGCTGGAGGAGGTTCGC 3’

primer reverse (EcoRl): 5" GGAATTCCTCCCAGCGGGGCCACCATGTG 3’

Construccion de mutantes pl 9ANKIess, pl9S13A, pl9T141A,
pl9S76T141A, pl9S76T141E

Las siguientes mutantes se subclonaron en el vector pcADN4/ V5-His C en los sitios

de restriccion BamHI — EcoRI utilizando los siguientes primers:
p19ANKIless, delecién del ultimo dominio ankirina, a minoacidos 138-166

primer forward (BamHI): 5" CGGGATCCCGATGCTGCTGGAGGAGGTTCGC 3’

primer reverse (EcoRl): 5% GGAATTCCCCTGGCGTCCCTGCGATGGAGA 3’

pl9S13A, reemplazo de serina 13 (AGT) por alanina ( GCC)

primer forward (BAMHI): 5" CGGGATCCCGATGCTGCTGGAGGAGGTTCGCG
CCGGCGACCCGGCTG GCC GGGGCG 37

primer reverse (EcoRIl): 5" GGAATTCCTCCCAGCGGGGCCACCATGTG 3’

pl9T141A, reemplazo de treonina 141 (ACA) por alani na (GCC)
primer forward (BamHI): 5" CGGGATCCCGATGCTGCTGGAGGAGGTTCGC 3’

primer reverse (EcoRIl): 5" GGAATTCCTCCCAGCGGGGCCACCATGTGGCCC
TGCAGGATGTCCACGAGGTCCTGAGCCCCTCTCT
GCA GTGCCAGCTCCAAGGG GGC GAGACC 3’
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pl9S76T141A, reemplazo de serina 76 (AGT) y treonina 141 (ACA) por
alanina (GCT - GCQC)

Como templado de esta reaccién de PCR se emple6 la mutante p19S76A descripta

anteriormente.

primer forward (BamHI): 5" CGGGATCCCGATGCTGCTGGAGGAGGTTCGC 3’

primer reverse (EcoRIl): 5" GGAATTCCTCCCAGCGGGGCCACCATGTGGCCCT
GCAGGATGTCCACGAGGTCCTGAGCCCCTCTCTGCA
GTGCCAGCTCCAAGGG GGC GAGACC 3

pl9S76T141E, reemplazo de serina 76 (AGT) y treonin a 141 (ACA) por
acido glutamico (GAA)

Como templado de esta reaccion de PCR se empleé la mutante p19S76E descripta

anteriormente.
primer forward (BamHI): 5" CGGGATCCCGATGCTGCTGGAGGAGGTTCGC 3’

primer reverse (EcoRl): 5" GGAATTCCTCCCAGCGGGGCCACCATGTGGCCC
TGCAGGATGTCCACGAGGTCCTGAGCCCCTCTCTGC
AGTGCC AGCTCCAAGGGTTCGAGACC 3’

La fidelidad de todos plasmidos generados fue analizada por secuenciacién del ADN.

Transfeccion transitoria de células y seleccion.

Las transfecciones en células MA-10 se llevaron a cabo de acuerdo con el
protocolo standard de precipitacion por fosfato de calcio (Chen and Okayama, 1988).
En general, las células fueron plaqueadas en placas de 35 mm a una densidad de 5 x
10° células/placa en 2,5 ml de medio. Luego de 24 horas, cada pocillo fue transfectado
con una mezcla conteniendo 4 pg de pCMVCAT y 6,5 ug de pCMVpgal junto con los
plasmidos indicados en cada experimento. Por cada pocillo a transfectar se prepar6 un
tubo conteniendo 150 pl de HeBS 2X y 3 ul de Buffer Fosfato. Por otro lado, se
prepararon las distintas soluciones de plasmidos en 20 ul de CaCl, 2 My H,O c.s.p.
147 ul. Cuando se indica, 4 ug de vector de expresion para CDK4wt o CDK4R24C
fueron empleados. La cantidad final de ADN fue ajustada en todos los casos a 20 ug
por pocillo, la que fue completada con cantidad necesaria de ADN *“carrier” (ADN

genémico de esperma de salmoén). Las distintas preparaciones plasmidicas se
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agregaron lentamente a la solucién de fosfato de sodio, mientras ésta se agitaba en
forma continua con vortex. Se dej6 reposar 20 minutos a temperatura ambiente para
permitir la formacidon del precipitado y se agregaron a cada pocillo 250 pl de la
correspondiente preparacion de ADN. Se dejé recuperar a las células en medio
completo aproximadamente por 20 horas. Al cabo de este periodo, las células fueron
lavadas con PBS y cultivadas con 2,5 ml de medio completo por los tiempos indicados.

Luego se realizaron las distintas determinaciones.

Las células WI-38 y BHK-21 fueron transfectadas utilizando el reactivo
Lipofectamine 2000 reagent (Invitrogen) siguiendo las indicaciones del fabricante. En
general, 1 x 10° células sembradas en pocillos de 35 mm fueron con 2,5 ng de
plasmido total. En los ensayos de UDS, ciclo celular y caspasa-3, 2 ug de pcADN4cp19
o0 de las mutantes de pl19 fueron transfectados junto con 0,5 pug de pladsmido pBABE
que confiere resistencia al antibiético puromicina. Veinticuatro horas luego de la
transfeccion se agreg6 al medio el antibidtico puromicina (Sigma) 2,5 ug/ml y luego
de 60 horas de seleccién, las células resistentes (transfectadas) fueron utilizadas en
los distintos ensayos.

En los ensayos de fosforilacién in vivo, las células fueron plagueadas a 60% de
confluencia en placas de 60 mm. Luego de 24 horas, las células fueron transfectadas
con 5 ug de pladsmido total y, 24 horas mas tarde, fueron utilizadas en los diferentes
ensayos.

En los ensayos de fosforilacién in vivo, en dénde se realiz6 fraccionamiento
subcelular, las células fueron plagueadas en cajas de 100 mm, transfectadas con 14
pug de pldsmido total y, 24 horas més tarde, fueron utilizadas en los diferentes

ensayos.

HeBS 2X: Hepes 1% pH 7, NaCl 1,6%.
Buffer Fosfato: NaHPO, 0,06 M, NaH,PO, 0,07 M.

Actividad de la enzima caspasa-3

Para determinar el nivel de apoptosis en las células luego del tratamiento con
dafio se midié la actividad de la enzima caspasa-3. El ensayo fue realizado como fue
descripto previamente, con algunas modificaciones (Chen et al., 2005). Las células
fueron cultivadas en pocillos de 35 mm a razén de 1 x 10° células/pocillo y fueron
tratadas con distintos agentes genotéxicos por 24 h. Luego, fueron cosechadas y
lavadas 1 vez con PBS y resuspendidas en 325 ul de buffer de lisis en los tiempos
indicados, incubadas 30 minutos a 37 °C y centrifugadas a 12.000 rpm por 20

minutos. La actividad de caspasa-3 fue determinada con 150 ul del lisado celular
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utilizando 100 uM del sustrato sintético Ac-DEVD-pNA (Sigma) en buffer de reaccién
en un volumen final de 300 pl incubando la mezcla a 37 °C por 4 horas. La aparicion
de color amarillo, indicativo de la actividad de caspasa-3 fue cuantificada en
espectrofotometro a 405 nm. La actividad de caspasa-3 fue estimada como Azosnm/ 1g

proteina x hora.

Buffer de Lisis: 50 mM Tris-HCI, pH 7,4, 1 mM EDTA, 10 mM EGTA, 10 uM
digitonina, 500 uM PMSF, 10 ug/ml bisbenzamida, 10 ug/ml
pepstatina, y 10 ug/ml aprotinina.

Buffer de Reaccion: 100 mM HEPES pH 7,5, 0.5 mM EDTA, 5 mM ditiotreitol y 20%

v/v glicerol.

Generacion de lineas celulare s estables para p19I1NK4d

Las transfecciones se llevaron a cabo con el reactivo Lipofectamine 2000
reagent (Invitrogen) siguiendo las indicaciones del fabricante y como esta descripto en
el punto 12. Células de Leydig MA-10, plaqueadas en pocillos de 35 mm para llegar a
90% de confluencia en el momento de la transfeccién, fueron transfectadas con 3 g
de plasmido de expresién pMTCB (vacio), 6 pMTCBpl19 6 pMTCBp19AS que expresan
la proteina p19INK4d salvaje y la secuencia antisentido respectivamente, rio abajo del
promotor del gen de la metalotioneina, inducible con Zn?**. Ademas, el vector pMTCB
confiere a las células resistencia al antibiético geneticina (G418). Cuarenta y ocho
horas luego de la transfeccién, las células fueron tripsinizadas, diluidas y sembradas
en placas de 60 mm con medio fresco conteniendo 300 ug/ml de geneticina (Sigma).
La presidon de seleccion se mantuvo durante 2 semanas cambiando el medio cada 4
dias. Los clones de células resistentes fueron aislados y crecidos hasta tener una
cantidad de células suficiente para analizar la expresion (incremento o inhibicion,
segun el caso) del gen de p19 mediante Northern blot, en ausencia o en presencia de

Zn?*

Sintesis de ADN no programada (UDS, Unscheduled ADN Synthesis).

Las células, transfectadas en pocillos de 35 mm con los vectores indicados,
fueron lavadas dos veces con PBS y el medio fue reemplazado por medio con 1%
suero y libre de arginina (medio UDS). Luego de 24 horas el medio fue reemplazado
por medio UDS fresco por otras 36 h. Bajo estas condiciones, determinamos que la

sintesis de ADN semiconservativa es inhibida completamente. Las células fueron
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lavadas con PBS, dafiadas o no e incubadas nuevamente con medio UDS fresco y 10
uCi/ml 3H-timidina. En los tiempos indicados, se determiné la incorporacién de 3H-
timidina. Las células fueron lavadas 3 veces con PBS frio, cosechadas y centrifugadas
a 3000 rpm por 5 minutos. Luego fueron lisadas con 500 ul de 5% TCA por 30
minutos y centrifugadas a 10.000 rpm por 10 minutos. El pellet fue lavado dos veces
con agua fria y resuspendido en 50 pul de 1 M NaOH. La radioactividad incorporada fue
cuantificada en un contador de centelleo. La reparacién del ADN fue estimada como

dpm/ug de proteina.

Ensayo de reactivacion en la célula huésped (HCR: host cell

reactivation assay)

La capacidad de una célula para reparar el ADN dafiado puede ser evaluada a
través del método denominado Host Cell Reactivation. Esta técnica consiste en
transfectar en una célula un plasmido que contiene el ADNc de un gen reportero bajo
la regulacion de un promotor fuerte, y que ha sido dafiado con luz UV o con agentes
quimicos. La capacidad de la célula para reparar este ADN plasmidico se cuantifica
mediante la expresidon del gen reportero. De este modo, este ensayo permite medir la
reactivacion de la expresiéon del plasmido y relacionarla directamente con la capacidad
de reparaciéon de la célula huésped del ADN dafiado. En nuestro trabajo se utilizé el
plasmido pCMVCAT que contiene el promotor fuerte del citomegalovirus y el gen de la
enzima cloramfenicol-acetiltransferasa (CAT) como reportero. pCMVpgal fue utilizado

como plasmido de referencia co-transfectado con pCMVCAT.

Irradiacion de plasmido . A efectos de evaluar la capacidad de reparacién de las
células de Leydig MA-10 en condiciones basales, se realiz6 un experimento de
transfeccion de plasmidos irradiados con UV, en un rango de energia entre 0 y 640
mJ/cm2. Se coloco el plasmido a irradiar en placas de Petri de 6 cm sobre hielo, a una

concentracion de 100 pg/ml.

Transfeccion de células. El protocolo de transfecccién utilizado el método de
precipitacién con fosfato de calcio (Chen and Okayama, 1988) descripto previamente

en técnicas de transfeccion.

Preparaciéon de extractos celulares. Las células fueron lavadas 3 veces con 2 ml
de PBS frio. Se agreg6 luego 1 ml de TEN frio para favorecer el despegado de las
células. La monocapa celular fue levantada mediante el empleo de un “rastrillo de
células” y cosechada en tubos eppendorf. Las células fueron centrifugadas a 1.000 x g

durante 15 minutos a 4 °C. El sobrenadante fue eliminado por aspiracion y el pellet
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celular resuspendido en 200 ul de buffer Tris 250 mM pH 7,5 conteniendo glicerol
15%. Las células fueron lisadas sometiéndolas a 3 ciclos consecutivos, de 5 minutos
cada uno, de congelamiento y descongelamiento en bafio de etanol/hielo seco y bafio
de agua a 37 °C respectivamente, agitando vigorosamente cada vez. Finalmente, los
tubos se centrifugaron a 1.000 x g 10 minutos a 4 °C para eliminar los restos
celulares. El sobrenadante proteico se dividi6 en dos alicuotas para la posterior

determinacion de las actividades de pB-galactosidasa y cloramfenicol acetiltransferasa.

TEN: Tris 20 mM, NaCl 100 mMy EDTA 1 mM.

Determinacién de la actividad B-galactosidasa. La actividad de la enzima B-
galactosidasa se determind mediante un ensayo colorimétrico cuantificando el sustrato
cromogénico liberado por hidrélisis enzimatica. La reacciéon se llevéo a cabo en una
mezcla conteniendo 50-65 ul del extracto, 1 ml de buffer PM2, 0,25 ml de una
solucién del sustrato ortonitrofenil-p-galactopirandsido (ONPG) 4 mg/ml en PM2 y 0,7
ul de B-mercaptoetanol que se incub6 a 37 °C hasta la aparicién de color amarillo,
aproximadamente luego de 3-4 horas. Se registro el tiempo de reaccion y se midio la
absorbancia a 420 nm. La actividad especifica de la enzima B-galactosidasa fue

calculada segun:
(A420nmmuestra — A420nm control)/ul extracto x hora.

Buffer PM2: Na, HPO, 60 mM, NaH,PO, 40 mM, KCI 10 mM y MgSO, 1 mM.

Determinacion de la actividad de cloramfenicol acet iltransferasa
(CAT) . La actividad de la enzima CAT fue determinada segin el método descripto por
Seed y Sheen (Seed and Sheen, 1988). El extracto celular fue previamente calentado
a 65 °C durante 5 minutos, con el propésito de inactivar las acetilasas endégenas. Se
enfrié inmediatamente en hielo y se centrifugdé 15 minutos a 1.500 x g a 4 °C para
eliminar las proteinas desnaturalizadas. El ensayo fue realizado con 50 ul de
sobrenadante en una mezcla de reaccién, descripta mas adelante, e incubando a 37
°C entre 90-120 minutos. A continuacién se agregaron 200 ul de xileno y luego de
agitar vigorosamente, los incubados fueron centrifugados a 10.000 x g durante 15
minutos. Se separd la fase organica, la que fue sometida a una extraccién reversa
mediante el agregado de 200 ul de H20. Luego de agitar y centrifugar bajo las
mismas condiciones, la fase organica resultante, conteniendo los derivados butirilados
de 3H-cloramfenicol, fue colocada en viales con liquido centelleante a base de tolueno
(PPO 0,4%, dimetil POPOP 0,05% en tolueno) y se cuantifico la radioactividad en un
contador de centelleo liquido. La actividad especifica de CAT se determind como (dpm
pCMV-CAT — dpm control pBLCAT6)/ul x minuto). Las unidades CAT fueron
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normalizadas contra las unidades p-galactosidasa, para ajustar los resultados de

acuerdo con la eficiencia de transfecciéon en cada caso.

Buffer de reacciéon: conteniendo Tris 100 mM pH 8, butiril-CoA 0,25 mg/mly 200 nCi

de *H-cloramfenicol (60 Ci/mmol, 0,01 mCi/ml).

Incorporacién de °3H-timidina.

Las células se sembraron en pocillos de 35 mm a razén de 2 x 10° células
pocillo con medio completo, suplementado con 10% de suero fetal bovino.
Inmediatamente luego del tratamiento correspondiente, las células fueron incubadas
con 1 pCi/ml *H-timidina (81 Ci/ mmol; Amersham Biosciences) durante 6 horas a 37
°C, lavadas 3 veces con PBS frio, cosechadas y centrifugadas a 3000 rpm por 5
minutos. Luego fueron lisadas con 500 pl de 5% TCA por 30 minutos y centrifugadas a
10.000 rpm por 10 minutos. El pellet fue lavado dos veces con agua fria y
resuspendido en 50 ul de 1 M NaOH durante 1 hora. La radioactividad incorporada fue
cuantificada en un contador de centelleo. La proliferacién celular fue estimada como

dpm/ug de proteina.

Ensayo de MTT: estimaci 6n de viabilidad celular

La viabilidad celular fue estimada con el ensayo de bromuro de 3-[4,5
dimetiltiazol-2-yl]-2,5-difeniltetrazolio (MTT). Los clones de células de Leydig MA-10
estables para pl9 sentido o pl9 antisentido se sembraron en pocillos de 35 mm a
razén de 2 x 10° células/pocillo con medio completo, suplementado con 10% de suero
fetal bovino y se incubaron 24 horas. Las células fueron tratadas con las dosis
indicadas de luz UV y la supervivencia celular fue evaluada en los diferentes tiempos
reemplazando el medio de cultivo con 1 ml de medio fresco conteniendo MTT (Sigma)
1 mg/ml, e incubando las células otras 4-6 horas. El medio y el MTT fueron removidos
y se agregaron 500 pl de isopropanol para disolver el precipitado de MTT reducido. Las
placas fueron agitadas 15 minutos y la absorbancia en el solvente fue determinada a
570 nm. El blanco fue calculado utilizando mediciones a dos longitudes de onda a 570
y 650 nm. Se incluyeron controles de células no tratadas y de medio solo. En paralelo,
se determind el niumero de células viables por conteo en camara de Neubauer con el

colorante azul de tripan descripto previamente.

Ensayo clonogénico.
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Luego de irradiar con UV células MA-10 estables para pl9 sentido o pl9
antisentido se determindé la supervivencia celular mediante un ensayo clonogénico. Las
células fueron sembradas diluidas de modo de que queden aisladas (aprox. 1000
células /placa de 10 cm) y fueron irradiadas con 8 mJ cm? de UV luego de inducir el
promotor de MT durante 6 horas con 75 uM ZnCl,. Veinticuatro horas mas tarde el
medio fue reemplazado por medio fresco libre de ZnCl,. Las células fueron incubadas
7 dias y luego fijadas con formaldehido al 10% vy tincién con el colorante cristal violeta
(5 mg/ml en etanol) y cuantificaciéon de los clones supervivientes. Las colonias que
contenian méas de 50 células fueron consideradas como derivadas de células

clonogénicamente activas.

Ensayo del cometa

Las lineas MA-10 generadas (MA-10p19S, MA-10p19AS, MA-10p19empty) fueron
sembradas en placas de 35 mm (3 x 10° células/placa). Las células fueron irradiadas
con 8 mJcm?, en la ausencia de medio de cultivo. Inmediatamente luego de la
exposicion, el medio de cultivo fue agregado nuevamente y las células fueron

incubadas en oscuridad a 37 °C por diferentes tiempos.

Aproximadamente 10° células fueron suspendidas en 140 ul de agarosa de bajo
punto de fusién pre-calentada (0,5%), preparada en PBS libre de calcio y magnesio.
Sesenta y cinco pl de la suspension fue rapidamente dispersada en portaobjetos
enfriados a -20 °C precubiertos con 80 ul de agarosa de alto punto de fusion (0,8%) y
cubiertas con cubreobjetos. La gelificacién procedié por 10 minutos a 0 °C. Los
cubreobjetos fueron removidos suavemente y los portaobjetos sumergidos en la
solucién de lisis por una hora a temperatura ambiente. Los portaobjetos fueron
removidos de la solucidn de lisis e incubados en buffer de electroforesis nuevo por 40
minutos a temperatura ambiente para permitir el desenrollado del ADN. Luego de la
electroforesis, los portaobjetos fueron lavados dos veces con buffer de neutralizacion.
Los minigeles sobre los portaobjetos fueron dejados secar a temperatura ambiente.
Luego fueron tefiidos con 50 pl de una solucion de bromuro de etidio (20 ug/ml) y
observados a través de microscopia de fluorescencia (microscopio Nikon type 120).
Los cometas fueron analizados y el momento de la cola de olive (olive tail momento)

calculado usando el software CASP.

Solucién de lisis: 2,5 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI pH 10, 10 mM EDTA, 10% Me,SO

Triton X-100 ambos agregados al momento de utilizar.

Buffer de electroforesis: 300 mM NaOH;1 mM EDTA pH >13.
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Solucion de neutralizacion: 400 mM Tris-CIH pH 7,5.

Analisis de aberraciones cromosémicas

Las lineas MA-10 generadas (MA-10p19S, MA-10p19AS, MA-10pl19empty) fueron
sembradas en placas de 35 mm (3 x 10° células/placa). Las células fueron irradiadas
con 8 mJcm?, en la ausencia de medio de cultivo. Inmediatamente luego de la
exposicion, el medio de cultivo fue agregado nuevamente y las células fueron

incubadas en estufa a 37 °C por 48 horas.

Para la evaluacién de aberraciones cromosémicas estructurales, el arresto
mitético fue iniciado 2 horas antes de cosechar las células por adicién de colchicina
(0.2 pg/ml) y las células fueron tripsinizadas. Luego de la centrifugacion, fueron
resuspendidas en solucién hipotonica calentada previamente (75 mM de KCI) por 30

minutos y la fijacion fue llevada a cabo en metanol/acido acético (3:1).

Los portaobjetos fueron tefiidos con Giemsa 10% por 4 minutos. Para cada
tratamiento 300 metafases fueron examinadas para la presencia de diferentes tipos de
aberraciones estructurales. Intercambio de cromatidas, cromosomas dicéntricos y
cromosomas en forma de anillos fueron evaluados como dos roturas. Metafases
conteniendo mas de 5 aberraciones fueron consideradas como células con multiplas

aberraciones.

Ensayo de fosforilacién

Marcacién metabdlica con *2P. Las células, cultivadas en placas de 60 mm vy
tratadas o no con los diferentes agentes genotdxicos y/o inhibidores de quinasas,
fueron incubadas durante tres horas antes de la preparacion de los extractos
celulares, con 0,5 mCi de *P-ortofosfato de sodio. A diferentes tiempos, segin lo
indicado en los ensayos, las células fueron lavadas dos veces con 5 ml de PBS frio y
recolectadas en 1 ml de PBS frio. Las muestras celulares fueron centrifugadas a 1500
X g, los lisados preparados por el agregado de 60 ul de buffer RIPA en el pellet celular
y conservadas en hielo por 20 minutos. Los lisados fueron centrifugados por 10
minutos a 10.000 x g. Los sobrenadantes fueron transvasados a tubos limpios y las

proteinas cuantificadas mediante la técnica de Bradford.

Inmunoprecipitacion de p19. A 100 ug de proteinas del lisado se las someti6
a inmunoprecipitacion con 1 ug de un anticuerpo, anti-p19 o anti-V5 segun se indique,

incubando la mezcla durante 2 horas a 4 °C con rotacién. Luego se agregaron 20 ul de
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una solucién de bolitas de agarosa acopladas a proteina A/G (Santa Cruz sc-2003)
incubandose durante toda la noche a 4 °C con rotacién. Los complejos inmunes se
recuperaron por centrifugacion a 1.000 rpm por 5 minutos a 4 °C y se descarto el
sobrenadante. El precipitado se lavé 3 veces con PBS y luego se resuspendio en 20 ul
de PBS y en 20 ul de buffer de siembra 1X (Tris-HCI 50 mM pH 6,8, B-mercaptoetanol
100 mM, SDS 2%, azul de bromofenol 0,1%, glicerol 10%).

Electroforesis en gel de poliacrilamida. En todos los casos las muestras
fueron analizadas en un gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes
(Laemmli, 1970). Se utilizé la cuba vertical de Life Technologies (GIBCO BRL Vertical
Gel Electrophoresis Apparatus, Model V15.17). El gel separador (inferior) se preparé al
12% (13,2 ml de agua destilada estéril, 15,9 ml de solucion de
acrilamida/bisacrilamida al 30%, 10 ml de Tris 1,5 M pH 8,8, 0,4 ml de SDS 10%, 0,4
ml de persulfato de amonio 10% y 16 ul de TEMED), y el gel concentrador (superior)
se prepar6 al 5% (6,8 ml de agua destilada estéril, 1,7 ml de solucion de
acrilamida/bisacrilamida al 30%, 1,25 ml de Tris 1 M pH 6,8, 0,1 ml de SDS 10%, 0,1
ml| de persulfato de amonio 10% y 10 pul de TEMED). Las muestras, con el buffer de
siembra, se hirvieron durante 5 minutos antes de sembrarlas en el gel. En uno de los
pocillos se sembraron 5 ul del marcador de peso molecular (Bench Mark Prestainded
Protein Ladder, Invitrogen). Luego se realiz6 la electroforesis, a 120 V, en buffer Tris-
Glicina-SDS 1X (Tris base 25mM, glicina 250 mM pH 8,3, SDS 0,1%) hasta que el azul

de bromofenol alcanzo6 el final del gel separador, aproximadamente 4 horas.

Secado del gel y exposicién. Una vez concluida la separacién electroforética, el
gel fue colocado sobre un papel Whatman 3MM y secado al vacio y calor en un secador
de geles (Slab Gel Dryer Model SE 1160, Pharmacia Biotech). Luego, el papel
Whatman fue envuelto con nylon impermeable y expuesto en un casette con pantalla
radiogréafica intensificadora (FUJIFILM) a temperatura ambiente entre 24 y 72 horas.
Las pantallas fueron escaneadas en un analizador de imagenes Bio-Imaging Analyzer
Fujifilm BAS-180011, y la radioactividad resultante se cuantificé utilizando el programa
ImageQuant, Amersham Biosciences.

Ensayos de fosforilaciéon in vivo  con Fraccionamineto Subcelular

Células WI-38 6 BHK-21 fueron sembradas en placas de 100 mm. En el caso de
transfecciones en células BHK-21 estas fueron realizadas al alcanzar un 90% de
confluencia (en general 24 horas luego de la siembra). Las transfecciones fueron
realizadas con Lipofectamina 2000 reagent siguiendo el protocolo indicado por el

fabricante utilizando 14 ug de vector total indicado en cada caso.
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En el caso de las células transfectadas, la marcaciéon metabdlica con 2P se realizé
24 horas luego de la transfeccién y como fue indicado anteriormente. Las células WI-
38 fueron marcadas metabdlicamente cuando alcanzaron un 90% o méas de
confluencia. Una vez aplicados los distintos dafios, las células fueron cosechadas en
los tiempos indicados. Las células fueron lavadas dos veces con 10 ml de PBS frio y
recolectadas en 1ml de PBS frio. Las muestras fueron centrifugadas a 1.500 x g por 5
minutos. Luego, el PBS es removido y el pellet resuspendido en 400 pul de buffer A
aspirando suavemente con un tip amarillo. Las células fueron mantenidas en este
medio hipotonico durante 15 minutos en hielo, después de los cuales 25 ul de una
solucién 10% de Nonidet P-40 fueron agregados y Ilos tubos vortexeados
vigorosamente por 10 segundos. El homogenato fue centrifugado por 30 segundos en
una microcentrifuga. El sobrenadante, conteniendo la fraccion citoplasméatica, fue
transferido a un tubo limpio. El pellet resuspendido en 55 ul de Buffer C y los tubos
agitados vigorosamente a 4 °C por 15 minutos. Luego fueron centrifugados por 5
minutos a maxima velocidad y los sobrenadantes de la fraccion nuclear congelados a
-70°C. Las proteinas fueron cu antificadas por el ensayo de BCA para la cuantificacion
de proteinas.

Una cantidad de 250 pg de proteinas provenientes de las diferentes fracciones
subcelulares fueron inmunoprecipitadas y analizadas por electroforesis en gel seguin

fue descripto previamente.

Buffer A: 10 mM HEPES pH 7,9, 10 mM KCI, 0,1 mM EDTA, 0,1 mM EGTA, 1 mM
DTT, 0,5 mM PMSF.

Buffer C: 20 mM HEPES pH 7,9, 0,4 M NaCl, 1 mM EDTA, 1 m EGTA, 1mM DTT,
1 mM PMSF.

Fosforilacion in vitro

Ensayo de fosforilacion del péptido de p19 por PKA

La fosforilacién directa de pl9 por PKA fue evaluada utilizando un péptido
conteniendo la secuencia de la treonina 141 de p19. El ensayo fue realizado a través

de la incubacién del péptido de pl19 (p-T141, 200 uM) y la subunidad catalitica de PKA

(PKAc) de corazon bovino (5 unidades por reaccion) en el buffer de reaccién a 30 °C
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en los tiempos indicados. Luego, los incubados fueron absorbidos en papel de
fosfocelulosa y lavados 3 veces con agitacion en 1 litro de H3;PO,. Los papeles
conteniendo las muestras fueron secados, sumergidos en 1 ml de liquido centelleante
Hisafe cada uno y la marca radiactiva en cada muestra determinada en un contador
de centelleo. Co6mo control de actividad de la enzima se utiliz6 un péptido sintético,
sustrato de PKA, denominado Kémptido (200 uM), el cudl es derivado del sitio de
fosforilaciéon de la piruvato quinasa de higado. Como control negativo se utilizé la
mezcla conteniendo la enzima sin agregado de substrato.

La actividad de la enzima esta expresada en unidades: una unidad esta definida

como la cantidad de enzima que cataliza la incorporacion de 1 pmol de fosfato a un

substrato proteico por minuto a pH 7,4 y a 30°C. PKAc liofilizada fue reconstituida en

50 mM de dithiotreitol.

Secuencia del Kémptido: LRRASLG
Secuencia del péptido de treonina 141 (p-T141): RDARGLTPLELA

Buffer de reaccién: 50 mM Tris-Hcl pH 7,4, 0,1 mM EGTA, 0,1 mM EDTA, 15 mM
Cl,Mg, 10 mM B-mercaptoetanol, 0,1 mM[y-**P] ATP (700
dpm/pmol), 0,1 mM ATP.

Ensayo de fosforilacion de GST-p19 por PKA

En este ensayo se procedié como en el protocolo descripto previamente para el
péptido p-T141 con algunas modificaciones. Las reacciones fueron llevadas a cabo en
el mismo buffer descripto anteriormente con el agregado de inhibidores de proteasas
En este caso se evalu6 la fosforilacion de 2 uyg GST-19 6 de GST utilizando 5 unidades
de PKAc. Como control positivo de la actividad de PKA fue utilizada la proteina CREB
recombinante expresada previamente en el laboratorio a partir de bacterias E.coli cepa
BL21 (DE3) pLysS transformadas con el plasmido pET-CREB e inducidas por IPTG. La
especificidad de la fosforilacion por PKA se estudi6 mediante la adicién al buffer de
reaccion del inhibidor de PKA, H-89 (100 uM). Como control negativo se evalué la
reaccion de fosforilacion sin el agregado de enzima. Las reacciones de fosforilacién
fueron evaluadas por electroforesis en gel de poliacrilamida como fue descripto

previamente.

Buffer de reaccién: 50 mM Tris-Hcl pH 7,4, 0,1 mM EGTA, 0,1 mM EDTA, 15 mM
Cl,Mg, 10 mM 2-mercaptoetanol, 0,1 mM[y-**P] ATP (700
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dpm/pmol), 0,12 mM ATP, PMSF 100 pg/ml, aprotinina 60

ug/mly ortovanadato de sodio 1 mM.

Ensayo de fosforilacion del péptido de p19 por CDK2 y CDK5

La fosforilacién directa de pl9 por CDK2 y CDK5 fue evaluada utilizando un
péptido conteniendo la secuencia de la serina 76 de pl9. El ensayo fue realizado a
través de la incubacion del péptido de pl9 (p-S76, 200 uM) y CDK2 & CDK5
inmunoprecipitadas de células HEK293 6 SH-SY5Y como se describe méas adelante. La

reaccion de fosforilacion fue llevada a cabo en buffer HB incubando p-S76 6 péptido de

histona H1 a 37 °C en los tiempos indicados. Los sustratos fueron preparados en
Buffer HB 2X y luego diluido por el agregado de un volumen igual de la enzima en
buffer HB. Como control de actividad de la enzima se utilizé un péptido de la Histona
H1 (200 puM). Como control negativo se utilizé la mezcla conteniendo la enzima sin
agregado de substrato.

Luego, los incubados fueron absorbidos en papel de fosfocelulosa y lavados 3
veces con agitacion en 1 litro de H3PO,4. Los papeles conteniendo las muestras fueron
secados, sumergidos en 1 ml de liquido centelleante Hisafe cada uno y la marca

radiactiva en cada muestra determinada en un contador de centelleo.

Secuencia del péptido de histona H1: PKTPKKAKKL
Secuencia del péptido de serina 76 (p-S76): RGTSPVHDAART

Buffer de reaccion HB: 25 mM MOPS pH 7,2, 15 mM EGTA, 15 mM CI;Mg, 1 mM
de DTT, 1% de Triton-X100, 0,1 mM de vanadato de
sodio, 1 mM de PMSF, 40 ug/ml aprotinina y 20 pg/ml

leupeptina.

Buffer de reaccion HB 2X: 25 mM MOPS pH 7,2, 15 mM EGTA, 15 mM Cl,;Mg,
1,mM de DTT, 1% de Tritén-X100, 0,1mM de
vanadato de sodio, 1 mM de PMSF, 40 npg/ml
aprotinina y 20 ug/ml leupeptina, 200 uM ATP, 10
uCi/ pl [y-*2P] ATP (6000Ci/mmol, 10 Ci/pl).

Ensayo de fosforilacion de GST-p19 por CDK2 y CDK5
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En este ensayo se procedié como en el protocolo descripto previamente para el
péptido p-S76 con algunas modificaciones. Las reacciones se llevaron a cabo
empleando los mismos buffers descriptos previamente. En este caso se evalu6 la
fosforilacién de 8 ug GST-19 6 de GST utilizando CDK2 6 CDK5 inmunoprecipitadas de
células HEK293 ¢ SH-SY5Y como se describe méas adelante. La reaccion de

fosforilacién fue llevada a cabo en buffer HB incubando GST-pl19 6 GST con la fuente

de proteina indicada a 37 °C en los tiempos indicados. Los sustratos fueron
preparados en Buffer HB 2X y luego diluido por el agregado de un volumen igual de la
enzima en buffer HB. Como control de actividad de la enzima se utilizé histona H1 (1,5
ug por reaccién; 382150 Histone H1, Calf Thymus, Calbiochem). Como control
negativo se utilizé la mezcla conteniendo el sustrato y el producto del proceso de
inmunoprecipitado sin utilizar anticuerpo (sin enzima inmunoprecipitada). Las
reacciones de fosforilacién fueron evaluadas por electroforesis en gel de poliacrilamida

como fue descripto en previamente.

Inmunoprecipitacion de CDK2 6 CDK5

Células HEK-293T 6 SH-SY5Y fueron sembradas en cajas de 100 mm, irradiadas
con UV (4 mJcm?) y cosechadas en 1 ml de PBS. Luego de ser centrifugadas a 1.500
X g, fueron resuspendidas en 500 ul de Buffer HB y mantenidas en hielo por 10
minutos. Luego, de una centrifugacion a 10.000 x g los sobrenadantes fueron
transvasados a un mismo tubo y las proteinas cuantificadas.

Para la inmunoprecipitacién, por cada reaccidon de fosforilacién se utiliz6 1 mg de
proteinas totales, 1 pg de anticuerpo y 25 ul de bolitas A/-G agarosa. La
inmunoprecipitaciéon procedié por 3 horas a 4 °C después de las cuales, los tubos
fueron centrifugados, las bolitas de agarosa lavadas 3 veces con buffer HB y
resuspendidas en 15 pl de Buffer HB. A este volumen se agregaron 15 pl del buffer de

reaccion HB 2X conteniendo los sustratos como fue descripto previamente.

Anticuerpos: CDC2 p34(C-19) sc-954, Santa Cruz. CDK2 (M2) sc-163, Santa Cruz.

Disminucion de los niveles de las quinasas CDK1 y C DK2

La disminucidon en los niveles de las proteinas CDK1 y CDK2 fue llevado a cabo
mediante la estrategia de oligonucleétidos antisentido. Se emplearon oligonucleotidos
de aproximadamente 27 bases (46 a 73, 6 129 a 155 para CDK2 y CDK1

respectivamente). Las células fueron sembradas un dia antes de la transfeccion. Se
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utilizé Lipofectamina 200 reagent para introducir los oligonucleétidos en las células. La
concentracion final utilizada para cada uno fue 1 upuM. Doce horas luego de la
transfeccion el medio fue reemplazado por medio conteniendo una concentracién de 1
uM del oligonucleétido correspondiente. Doce horas después, las células fueron
dafiadas o no con luz UV (4 mJcm?) y cosechadas en los tiempos indicados. Para el
analisis de Northern blot el procesamiento de las muestras se realiz6 segln lo indicado
en el protocolo descripto previamente al igual que en el caso de analisis de
fosforilacion de pl9. En el caso del analisis de Northen blot, los mismos
oligonucledtidos mencionados fueron utilizados en la deteccién por esta técnica. La
disminucién en los niveles de proteinas CDK1 y CDK2 fue analizada por Western blot

con los anticuerpos sefialados previamente.

Oligonucleotido AS CDK1: 5° TAT TTT GGT ATT ATC TTC CAT AGT TAG 3’
Oligonucle6tido AS CDK2: 5° CCA ACT TGA AAC AAT CTT GCC GCC TCC C 3

Interaccion de p19 y PKA in vivo

Células BHK-21 fueron sembradas en placas de 100 mm un dia antes de la
transfeccion. Se utilizé el protocolo de Lipofectamina 2000 reagent transfectando 9 ug
de los vectores de expresion pcADN4C-pl9wt y/6 9 pg del vector pCMV-HA-PKACA
(cedido gentilmente por Laura Pasqualucci M.D. del Irving Cancer Research Center )
segln es indicado. Luego de 24 horas, las células fueron dafiadas con luz UV (4
mJ/cm?) y cosechadas en los tiempos indicados. La lisis celular fue realizada con 650
ul del buffer descripto mas adelante, durante 20 minutos en hielo. Luego de la
centrifugacion, 600 nug de proteinas fueron inmunoprecipitadas con 1,5 pug del
anticuerpo anti-V5 y 30 ul de bolitas de A/G-agarosa. La inmunoprecipitacion procedio
durante toda la noche a 4 °C, luego de lo cual, los complejos inmunoprecipitados
fueron lavados tres veces con el buffer de lisis y resupendidos en el mismo buffer. Los

complejos fueron analizados por electroforesis y Western blot.

Buffer de Lisis: 1 M de Tris-HCL pH 7,5, 1 M sacarosa, 100 mM ortovanadato de
sodio, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 50 mM de NaF, 10% Tritén X-
100, 10 mM pB-mercaptoetanol, cocktail de inhibidores de

proteasas (Roche Applied Science, # catalogo 11836170001).

I nducciéon y purificacion de GST-pl19
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pl9 humana fue expresada y purificada a partir de la cepa de E. coli
BL21(DE3)pLys (Novagen) como una proteina de fusion con GST (Glutathione S-
Transferase), a partir del vector pGEX 2T (Pharmacia Biotech). Para la expresién, un
cultivo en LB de 16 horas, fue diluido 10 veces y crecido en agitacién a 37 °C hasta
una O.D. de 0,6. La induccién de la expresion de GST-pl9 se realiz6 por el agregado
de IPTG en una concentracion final de 0,4 mM y posterior incubacidon por 4 horas en
agitacion a 37 °C. Luego de este tiempo, el cultivo fue centrifugado a 3000 x g. El
pellet fue resuspendido en PBS frio, sonicado y purificado utilizando una resina de
glutation - agarosa (SIGMA cat# G4510) siguiendo el protocolo descripto por el
fabricante. Fracciones del proceso de expresién y de purificacién fueron analizadas por

SDS-PAGE y por tincién con Coomassie Blue.

Técnica de Doble Hibrido en levaduras

El estudio de interactores de pl1l9 por la técnica de doble hibrido en levaduras fue
realizada utilizando el sistema CytoTrap® two-hybrid system (Stratagene, nimero de

catalogo 217438), siguiendo el protocolo descripto por el fabricante.

La proteina pl9 humana fue subclonada entre los sitios BamHI y Sall el vector

pSos amplificando el ADNc con los siguientes primers:

primer forward: 5° CGGGATCCTCATGCTGCTGGAGGAGGTTCG 37
primer reverse: 5° AGCGTCGACTCACAGCGGGGCCACCATGTG 3’

Se resaltan los sitios de corte para las enzimas de restriccion.

Analisis de estructura y simula cion de fosforilacién de p19

El analisis de la estructura de pl19 que esta fue realizado utilizando el programa

VMD (Visual Molecular Dynamics, http://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/).

Los célculos o simulaciones de la proteina en cada estado fueron obtenidos con el
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programa AMBER. Los graficos XY fueron realizados con el programa XMGRACE.
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