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Resumen

“Participacion de pl9INK4d en la induccidbn de senescam genotoxica y
replicativa”

A lo largo de la evolucion, los organiesicon tejidos renovables han desarrollado
mecanismos para prevenir la tumorigésedtntre ellos, podemos mencionar a la
senescencia celular y a la apoptosis. Laeseencia se caracteriza por el arresto
permanente del ciclo celular en respuestesaltos tanto enddégenos como exdgenos. En
los ultimos afos se han estudiando las mdédécimvolucradas en lactivacion de este
mecanismo, destacandose la participaciétodeanhibidores de quinasas dependientes
de ciclinas (CKIs) p21Cipl, p16INK4ay p15INK4b.

En nuestro laboratorio se ha demostrgde la proteina p19INK4d (p19), un miembro

de la familia INK4 de CKIs, se induce significativamente en respuesta a diversos
genotoxicos aumentando la eficiencia deelgaracion del ADNEI dafio al ADN es un
agente causal comun de la respuesta senescente, independientemente del estimulo que le
da origen. Los efectos provocados por difiege inductores, tales como las especies
reactivas de oxigeno (considerablemente auadgasta lo largo del envejecimiento), los
agentes genotoxicos (frecuentemente empleadogquimioterapia) o la activacion de
oncogenes, culminan dafiando al ADN y activando en consecuencia mecanismos de
arresto del ciclo celular.

El arresto es dependiente de factores aprérolan la progresion del ciclo tales como
p53 y pRb-p16. Si bien estos son lo principafestores molecularaésvolucrados en la
iniciacién y mantenimiento del estado de seeacia, las proteinas que participan en
los mecanismos que sostienen la irreveldidni del arresto del ciclo no han sido adn
identificadas. La proteina p19 desempefigapel importante en la respuesta celular
frente al dafio al DNA, ademas de ser unbidar del ciclo celular en la fase G1. Estas
propiedadeda convierten en un factor con potengalta participar efa iniciacion y/o
mantenimiento del estado de senescencia.

El objetivo general de este trabajo de investigacion consiste en determinar la
participacion de p19 en la inducciéryhantenimiento de la senescencia.

En este trabajo demostramos por primera vez que pl9 induce su expresion en respuesta
a distintos tipos de senescencia. Ricimduccién va acompafiada de un arresto
irreversible del ciclo y se correlaciona ctanaparicion de distintos marcadores de

senescencia. Entre edloel aumento en la expresion p1l6INK4a y gzd induccion de



estos dos genes se corresponde temporalmente con la de p19, lo que indica que p19 se
induce tempranamente en respuesta a timel® que dispara la senescencia.
Demostramos que hay una relacién diae entre la induwén de pl9 y el
establecimiento de la senescencia, dadomoéulando los niveles de pl9 se observo
una alteracion en el arresttel ciclo y en la actividag-galactosidasa asociada a
senescenciéSe observo que la induda de pl9 esta reguladanvel transcripcional.

En senescencia genotodxica la induccion depende de E2F, sin embargo en senescencia
fisiologica, pese a que hay effiecto inductor a nivel transpdional, es independiente

de este factor. La activacion de pl9 senescencia estd mediada por la via de
sefalizacion relacionada a la respuesta rgéreg¢ dafo, es dacia via ATM/ATR--
Chk1--p53. Por otro lado también se obsajué p38 esta involuada en la induccién

de p19.

En respuesta a un estimulo senescente, pttArsdoca al nucleo y se une fuertemente a
la cromatina, particularmente a ladc#n correspondiente a la heterocromatina.

Cuando se analizaron los niveles de mRNArgteina de p19 en diversos tejidos de
ratones de distintas edades, se observo meraio en los niveles de pl9 directamente
correlacionado a la edad des latones. Esto nos indica que la induccion de p19 no se
limita solamente a los modelos de cultivadulares utilizados, sino que también hay
una correlacion entre el aumento de egmn de pl9 y el envejecimiento de un
mamifero.

Descifrar los mecanismos involucrados en seeecia asi como idgficar las proteinas

que participan tanto en simduccibn como en su mamtimiento en respuesta a
diferentes insultos, resulta un gran desgbiara el desarrollo de estrategias para

combatir el cancer y enfermedade®ciadas al envejecimiento.

Palabras claves: pl9INK4d, ciclo celylasenescencia genotoxica, senescencia
replicativa, heterocromatina, mantenimeerde la integridad gendmica, ATM/ATR,
E2F.



Abstract

“Role of p19INK4d in the induction of genotoxic-induced and replicative
senescence”

During evolution, organisms with renewaliissues have developed mechanisms to
prevent tumorigenesis, including cellulanescence and apoptosis. Cellular senescence
is characterized by a permanent cell cyateest triggered by endogenous as well as
exogenous stress. Over the years, studidh@molecules involvenh the activation of
this mechanism have highlighted the role tbé cyclin-dependent kinase inhibitors
(CKIs) p21Cipl, p16INK4a and p15INK4b.

In our laboratory, the p19INK4d protein, a miger of the INK4 family of CKIs, has
been shown to become significantly indudedesponse to variouypes of genotoxic
stress and to stimulate DNA repair. DNlamage is a common trigger of cellular
senescence, independently of the stimulus that originated it. As such, oxygen reactive
species (significantly increased during rapi genotoxic drugs (frequently used in
chemotherapy) or oncogene activation l&@@dNA damage and consequently activate
the cell cycle arrest machinery.

The arrest requires factorsathregulate cell cycle progen such as p58nd pRb-p16.
Although these are the main moleculareeftors involved in the initiation and
maintenance of the senescemtiet the proteins sponsible for the irreersibility of the

cell cycle arrest remain yet twe identified. The pl9 proteplays an important role in
the cellular DNA damage responge addition to being a Gfthase cell cycle inhibitor.
These attributes poirtb pl9 as a potential factor irlved in the initiation and/or
maintenance of the senescent state.

The aim of this thesis is therefore toaexne the role of p19 in the induction and/or
maintenance of cellular senescence.

The data presented here shows for the finse that p19 expression is upregulated by
different types of senescence. This inductioassociated with an irreversible cell cycle
arrest and correlates with the appearance of multiple markers of cellular senescence,
including an increase in p1l6INK4a and p&pression. The up regtion of these two
genes temporarily correlates with that @f9, suggesting thgil9 is early induced
following stimuli that trigger the senescence program.

Modulation of pl19 levels affected cell dg arrest and senescence-associgted
galactosidase activity, indicating aretit link between pl9 induction and the
establishment of cellular senescencilthough this induction occurs at the



transcriptional level for both genotoxic-induced and physicklgi(replicative)
senescence, it is mediated by distinatchanisms, requiring the E2F transcription
factors only in the first context. p19 acthon during senescence is mediated by the
canonical DNA damage signaling pathway WRTR--Chk1--p53. Finally, p38 is also
shown to be involved in p19 induction.

Following a senescence-triggering stimulus, prd®slocates to the nucleus and tightly
associates with chromatin, particularl thiaction corresponding to heterochromatin.
Analysis of p19 mRNA and proteilevels in several tissues from differently aged mice
revealed an up regulation of pl9 that cate$ with age. This indicates that p19
induction is not limited to theell culture modelsised and that there is a correlation
between p19 expression ane @ging of a mammal.

To elucidate the mechanisms involved in seeace and to identify the proteins that
mediate its induction as well as its maintecea constitute an important challenge for
the development of therapeutic stragsgiaiming to overcome cancer and aging-

associated diseases.

Keywords: pl9INK4d, cell cycle, genotoxic senescence, replicative senescence,

heterochromatin, maintenance ohgee integrity, ATM/ATR, E2F.



Abreviaturas

ATM : Ataxia-telangiectasia mutated

ATR: ATM and RAD3-related

CAT: Cloranfenicol acetiltransferasa

CDKs: Quinasas dependientes de ciclinas

Chk1 y Chk2: Checkpoint kinases 1y 2

Cipl: CDK2 interacting protein 1

CKis: Proteinas inhibidoras de CDK

CPT: Camptotecina

DDR: Respuesta general al dafio al ADN

DSBs Dario de doble cadena

FL: Full Length

HEK293: Fibroblastos humanos de rifidén

HP1: Heterochromatin protein

INK4 : Inhibidores de CDK4

Kipl: Kinase inhibiting protein 1

MEFs: Fibroblastos embrionarios de raton
P13-K-like : Fosfatidilinositol-3 quinasa

R.O.S Especies reactivas de oxigeno

SAHF: Senescence-associated heterochromatin foci
SAPKSs: Quinasas activadas por estrés

SAPS Senescence-associated secretory phenotype
SA-pBgal: Senescence Associajgdyalactosidase
SDFs Senescence-associated DNA damage foci
UV: radiacién ultravioleta

X-Gal: 5-bromo-4-cloro-3-indoliB-D-galactopirandsido
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1. Senescencia Celular

La senescencia celular es un programa de sefiales de transduccién que lleva a un arresto
irreversible del ciclo, acompafiado por wnginto de cambios en el fenotipo celular

(Shay and Roninson, 2004). Este mecanismdifegencia del estado de quiescencia

dado que, este ultimo, consiste en un asrestersible del ciclo celular. Ante la
presencia de estimulos adecuados la @étpliescente reanuda strada al ciclo
(Campisi and d'Adda di Fagagna, 2007).

El mecanismo de senescencia fue descubierto hace mas de cuatro décadas cuando
Hayflick y colegas observaron que las c&udm cultivo tenian un namero finito de
divisiones y que las mismas una vez arresatb crecian a pesde la presencia de

nutrientes y factores de crecimientoedmedio de cultivo (Hayflick, 1965).

2. Las dos caras de la senescencia

Poco tiempo después del descubrimient@ae las células no crexs indefinidamente

en cultivo surgieron dos hipétesis parglear este fendmeno las cuales, para ese
momento, eran muy especulatiyasontradictorias. La primarsurgio a partir del hecho
que las células tumorales crecen indefinidamemt cultivo, por lo que la senescencia
celular constituiria un mecanismo supresotuieores. En este contexto la senescencia
representaria un mecanismo beneficioso lzgrarganismos dado que los protegeria del
cancer. La segunda hipoétesis surgié dehbegue la regeneracion y reparacion tisular
se deteriora con la edad, por lo que la sesecia contribuiria con la pérdida de la
capacidad regenerativa de las céluhagivo. En este contexto lsenescencia celular es
considerada deletérea dado que esta invalacea la disminucion de la renovacién y
funcion tisular.

Por muchos afios estas dos teoriasofueconsideradas independientemente, sin
embargo la comprension de este mecanifmeocreciendo con los afios y estas dos
hip6tesis se unieron dando unaeva visidn sobre el envejecimiento y enfermedades

como el cancer (Campisi and d'Adda di Fagagna, 2007)

3. La senescencia celular en un contexto evolutivo

Para entender como este mecanismo pseddanto beneficioso como deletéreo y el
origen de su regulacién, es importante cender la naturaleza del cancer y la teoria

evolutiva del envejecimiento.
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El cancer es uno de los mayores desafiogdgben enfrentar los organismos superiores
con tejidos renovables ya que los mismos, al estar compuestos por células en continua
proliferacion, corren el riesgo de sufuma transformacion maligna (Hanahan and
Weinberg, 2000). Ademas, el cancer se injoi gran medida se desarrolla debido

a mutaciones somaticas (Bishop, 1995) y las aglah continua pliferacion corren el

riesgo de adquirir mutaciones mas rapidamente que las células que no se dividen
(Busuittil et al., 2006).

El peligro que represnita el cancer para los orgemios con tejidos renovables fue
mitigado por la evolucion de mecanismos sgpres de tumores, de los cuales la
senescencia forma parte de ellos impidienderetimiento de célak tumorales (Braig

and Schmitt, 2006; Sager, 1991).

Se plantea que la senescencia evolucioparéir de un ambidre en continuo riesgo,

como infeccién, predacion e inanicion, porgee la vida media de los organismos era
mucho mas corta debido a Inesgos a los que estaban expuestos. De manera que un
mecanismo supresor de tumores debia setiedb en periodo corto de tiempo (algunas
décadas para los humanos y meses paratioges). Sin embargo, la senescencia podria
ser deletérea mas tarde porque contriauidon el envejecimiento al afectar
directamente la capacidad regenerativa de los tejidos, la cual se veria disminuida por la
acumulacion de células senescentes. Lagrate seleccion, pardirainar estos efectos
adversos, seria muy pequefia dado que el ambiente donde evoluciond este mecanismo
los organismos no vivian lo suficienteomo para experimentar estos efectos
antagonicos (Campisi and d'AddaFdigagna, 2007; van Heemst et al., 2007).

Este tipo de mecanismos beneficiosos o0 deletéreos dependiendo de la edad del
organismo es la esencia dékritagonismo Pleiotrépi¢ouna teoria evolutiva del
envejecimiento formulada por Williams @957 (Williams 1957). Williams reforzé la

idea que la fuerza de la seleccién naturalid@con la edad, asi, el efecto negativo del
envejecimiento no es una caracteristidacsgonada, sino mas bien, una consecuencia

de la fijacion de alelos da evolucidon por su ventajgproductiva a edades tempranas

con efectos adversos en el periodo pegtoductivo (van Heemst et al., 2007).

3.1 ¢ La senescencia suprime o promueve el cancer?
A pesar de la gran cantidad de eviderexg@erimental que podtua la senescencia

como un mecanismo supresor de tumoresientes trabajos han sugerido que células
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senescentes presentes en el estromalacepodrian promover la proliferacion vy
transformacion del epitelisubyacente (Coppe et al., 200Gtolica et al., 2001). Los
tumores malignos requieren da tejido permisivo para prodéifar y migrar, por lo que
se plantea que las células senescentes actdasuém el estroma de tejidos envejecidos
secretarian componentes a la matriz erttdar como citoquinas inflamatorias y
metaloproteasas sénescence-associated secretory phenot$pd®S) que podrian
disrumpir la integridad tisular y promoviker proliferacion (Rodier and Campisi, 2011;
Rodier et al., 2009).

La idea que la senescencia por un lado estblecida como un mecanismo supresor de
tumores y por otro que sea capaz de pverio parece paradojico. Pero se explica
desde el punto de vista déhtagonismo Pleiotropicganteriormente explicado). Un
proceso bioldgico puede ser beneficiosodeletéreo dependiendo de la edad del
organismo. Asi, este mecanismo que fue@®bnado para aumentar el estado saludable
(“fitness) en un organismo joven, por ejempatuando como un supresor tumoral,
puede ser deletéreo con la edad promoviemiermedades asociadas al envejecimiento

incluyendo el cancer (Rodier et al., 2009).

4. Caracteristicas de la célula senescente

Para identificar una célula senescente existen varios marcadores, los cuales deben
analizarse en conjunto ya que ninguno espletamente especifico. Mas aun no todas

las células senescentes expresan todos losad@es, pero si se analizan en conjunto
definen este estado.

4.1 Arresto del ciclo
En senescencia el arresto es permangnt® puede ser revertido por estimulos

fisioldgicos. Una vez que las células sewmntran arrestadas no pueden iniciar la
replicacion del ADN a pesar que se encuentren en condiciones Optimas de crecimiento y
metabodlicamente activas, contrario a lo queracen el estado de quiescencia en donde

el arresto puede ser revertido. La mayoridadeveces el arresto se produce en células
con un contenido de ADN que corresponde tas® G1 del cicldDi Leonardo et al.,

1994; Serrano et al., 1997). Sin embargo dd@mndo del tipo celular y el estimulo de
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origen el arresto puede ocurrir en S 'y G2 ciclo celular (Capisi and d'Adda di
Fagagna, 2007; Wada et al., 2004).

4.2 Cambios en el fenotipo celular
Se observé que las células senescentegermieas una morfologia algada, aplanada y

un aumento en el tamafo celular de hdsts veces (comparadortla contraparte no
senescente) (Hayflick, 1965).

4.3 Actividads-Galactosidasa positiva a pH=6
Dado que la falta de replicacion es el pgatimarcador, este nonpate diferenciar las

células senescentes de aquellas que se encuentran en estado quiescencia o
completamente diferenciadas. La activid@iegalactosidasa positivaSénescence
Associategs galactosidase Sggal) es uno de los marcadores mas especificos y uno de
los primeros en ser identtidos (Dimri et al., 1995Este se utiliza tantim vivo como

in vitro y es detectado por tincion cito-histoguida utilizando el sustrato cromogénico
5-bromo-4-cloro-3-indoliB-D-galactopirandsido (X-Gal) ge cree que es consecuencia

del aumento en el contenido lisosomal queepaslas células senestes (Lee et al.,

2006). Esta SAgal ha sido detectada en distinimganos de individuos y organismos
envejecidos, sugiriendo que ledlulas senescentes se acumulan en los tejidos con la
edad (Melk et al., 2003; Pendergrassl., 1999; Sigal et al., 1999).

Todas las células tienen actividgd galactosidasa positiva@i=4-4,5 (Zhang et al.,

1994), no ocurriendo lo mismo a pH=6, camdin necesaria pargue la tincion sea
especifica del mecanismo de senescencia (Kurz et al., 2000). Sin embargo esta actividad
puede dar positiva cuando las células se encuentran en alta densidad (Krishna et al.,
1999).

4.4 Cambios en la expresion genica
La mayoria de las célulasenescentes presentan notsbtambios en la expresion

génica, especialmente en los genes adosia la activacion @hibicion del ciclo
celular (Jackson and Pereira-Smith, 20B6ang et al., 2003). p16INK4a y p21CIP1

dos inhibidores del ciclaQyclin-dependent kinase inhibitor CKIig@nen una expresion
aumentada en senescencia (Braig and Schmitt, 2006; Campisi, 2001). Estos CKIs

forman parte de las vias de sefalizacion gamas por los supresores tumorales p53 y
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pRb, los cuales se encuentran frecuentemente desregulados en cancer (Sherr and
McCormick, 2002). Ambas vias de sefalizagidieden establecer y mantener el arresto

del ciclo en senescencia. p21 es indugda p53 y junto a p16 mantienen activada a

pRb en su forma hipofosforilagdackson and Pereira-Smith, 2006).

Por otro lado las células senescentes regrigenes que codifican para proteinas que
estimulan o facilitan la progrés del ciclo celular, entre elac-fos, ciclina A y ciclina

E (Narita et al., 2003tein et al., 1991).

4.5 Formacion de foci de hetecoomatina (Senescence-associated
heterochromatin foci SAHF)
Cuando las células senescentes son tefddascolorantes afines al ADN como el

diclorhidrato de 4',6-diamidin@-fenilindol (DAPI), se obsern foci esparcidos en el
nacleo, mientras que células no senesseptesentan un patrén de tincién uniforme
(Narita et al.,, 2003). Se cree que esfosi corresponden a cromatina altamente
compactada, encargada de silenciar germsaaos con la progresi del ciclo celular.
Mediante ensayos demunoprecipitacion de la cromatina (ChIP) se observd que los
promotores de los genes blanco de Ha2Bociados a proliferacion) se volvian
heterocroméaticos, de manera simultanea apkxicion de SAHF (Narita et al., 2003).
Esta heterocromatinizacion de genes encmgale la progresiodel ciclo celular es
observada en senescencia, no ocurriendo $onmien células proéfantes o en estado
de quiescencia. Por lo cual se cree que asteacion en la estructura de la cromatina
contribuiria con la irreversibilidad del mreso de senescencia (Braig and Schmitt, 2006;
Narita et al., 2003).

4.6 Formacion de foci asociados al dafio al ADN (Senescence-associated
DNA damage foci SDFSs)

Algunas células senescentes también puedenlestificadaspor la formacion de foci
asociados a una activacion persistatdgda respuesta general al ddBiNA Damage
Response (DDR|Takai et al., 2003). Estos foci ca@rien proteinas asiadas al dafo

al ADN como histona H2AX fosforiladay{H2AX) y p53 binding protein 1 (53BP1).

Las mismas son reclutadas a los sitios dedie manera transitarcuando las lesiones

son reparables, sin embargo en senescencia se observd que estos foci se expresan
constitutivamente y se cree que esto esaaepara la irreversibilidad del arresto
(d’Adda di Fagagna et ap03; Rodier et al., 2011)
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5. Causas de senescencia

Dependiendo del estimulo que le deigen podemos diferenciar dos tipos de
senescencia. Uno de ellos esskienescencia intrinseca o replicativauy relacionada al
namero finito de divisionegue posee una célula en audte inducida principalmente
por el acortamiento de los teldmeros @ada division y aumento de las especies
reactivas de oxigeno (R.O.S) (Harley et al., 199%]) otro tipo es lasenescencia
extrinseca o prematurka cual es provocada por urtiesilo exdgeno estresante como
por ejemplo dafio al ADN, actividad oncogénitata de nutrientey de factores de

crecimiento etc. (Ogryzko al., 1996; Serrano et al., 1997).

Fig. I. Diagrama que muestra los distintos tipos de senescencia segun el
estimulo que la origine.

5.1 Senescencia causada por ebgamiento de los teldmeros
Los teldmeros son regiones de ADN no codifiea altamente repetitivas (repeticiones

hexaméricas en tandem) que se encuentran en los extremos de los cromosomas de las
células eucariotas, cuya funciprincipal esta asociada a la estabilidad estructural de los
cromosomas (Harley et al., 1990).

El acortamiento gradual dis telomeros en cada didn celular, debido a la
imposibilidad de la maquinaria de replicacion de completar la sintesis al comienzo de la
replicacion de la cawha retrasada, juega un rol fumdmtal en la induccion de la
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senescencia replicativa (Bodretral., 1998; Harley et al., 1990). La exposicion de los
extremos cromosomicos es sensado en la célula como dafio de doble cadena, dando
como resultado la activacion rgestente de la DDR. Como se dijo en la seccién
anterior, recientes estudios demostraroradtivacion de proteinas asociadas a DDR
(ATM, ATR, YH2AX y 53BP1 entre otras). Se oba&igue las mismas colocalizan con

los extremos de los cromosomas que perdieron los telomeros formando SDFs (d'Adda
di Fagagna et al., 2003). Est@sultados sugieren que ut@ las causas por las cuales

se produce el arresto irregidble en senescencia replicativa seria la activacion
persistente en el tiempo de la DDRunque la severidad del dafio al ADN es
probablemente un factor importante, poco es lo que sabe sobre como la célula decide
entre una activacion transitoria o persigtede la DDR, estaltima observada en

muchas células senescentes (d'Adda di Fagagna, 2008).

5.2 Senescencia causada por estrés oxidativo
Durante el envejecimiento hay una acumulaandracelular de las egcies reactivas de

oxigeno (ROS). Esto ocurre debido a unsirdhucion en la actividad de las enzimas
encargadas de eliminar o neutralizar estsgecies. El aumento de ROS se sabe que
puede causar tanto dafio al ADN como unrtaocaento mas rapido de los telémeros
(Parrinello et al., 2003).

Se demostré que las células de raton ergrasenescencia después de un determinado
nuamero de pasajes en cultiygero a diferencia de laslaas humanas, este mecanismo
es causado por estrés oxidativo y no acortamiento de los teldmeros dado que las
células de ratdn poseen teldmeros mas lafg@8Kb). La activacion del mecanismo de
senescencia en estas célagprovocado por las condicianestandares de cultivo, con
niveles de oxigeno por encima de los fisiadog (20%), en las a@les las células de
ratbn son mucho mas sensibles al daficadm por estrés oxitheo que las humanas
(Parrinello et al., 2003).

Distintos estudios demuestran que tanto el tratamiento con peréxido de hidrogeno
como la inhibiciébn de enzimas encargadadadeliminacion de ROS (ej. superdxido
dismutasa) causan senescencia prematuradBiaet al., 2003). La célula, en respuesta
al aumento de ROS, activa las vias d@éabBeacion asociadas a p53 y pRb, las cuales
activan a p21 y pl6, respectivamente, produtesl arresto del ciclo (Ben-Porath and
Weinberg, 2005). Particularmente se obsawé pl6 puede ser activada, en respuesta
a estrés oxidativo, por p38-MAPK urtuinasa activada por estréstréss-activated

11



Introduccion

protein family SAPK(lwasa et al., 2003). Esta familii@ proteinas responde a distintos
tipos de estrés (fisioldégicos y oxidativos) activando tanto senescencia como apoptosis
(Kyriakis and Avruch, 2001).

5.3 Senescencia causada por estrés genotoxico
El dafio directo al ADN, yaes por irradiacion por el uso de agentes dafadores, puede

inducir senescencia. Normalmente la respuestular al dafio comprende el arresto del
ciclo para llevar a cabo leeparacion. Si la magnitudel dafio es muy grande la
respuesta puede comprender la apoptosisaores$to irreversibles del ciclo. Es asi que

el mecanismo activado depende del tipo de dafio, la dosis administrada y el tipo celular
tratado (Wahl and Carr, 2001). La actiac de moléculas asociadas a DDR en
senescencia se mantiene en el tiegpee cree que podrian promover una sefal
constitutiva para la induaan y activacion de p53 (Campiand d'Adda di Fagagna,
2007). Sin embargo, en senesgargenotoxica, se ha observado también el aumento de
pl6, aungue con una cinética un tanto retrasadaree que estaduccion representa

una segunda barrera para prevenaretimiento de células dafadas.

La importancia de la induccion de este tipcsdaescencia surge @eobservacion que,
muchas drogas usadas en quimioterapiacquean un dafio severo en el ADN, inducen
senescencia en células normales y a suarabién inducen este mecanismo en algunas
células tumorales en cultivoir vivo (Roninson, 2003). Sin emigg, la senescencia es
usualmente inducida a bajas concentradomed agente dafiador en comparacion a la
induccion de apoptosis la cusg activada a altas dosisl genotoxico (Ben-Porath and
Weinberg, 2005). Células tumorales que tienen la version salvaje de p53 tienen mas
probabilidades de activar el mecanismo deseencia en respuesta a la quimioterapia
tantoin vitro comoin vivo (Roberson et al., 2&; te Poele et al2002). Por lo tanto,
desde un punto de vista practico, lasgéis que inducen dafio al ADN tienen mas

probabilidades de ser eficaces en tumoressqunescen que en aquellos que no lo hacen.

5.4 Senescencia inducida parctivacion oncogeénica
Los oncogenes son versiones mutadas teg@ormales que tienen el potencial de

transformar células en conjunto con tamiones adicionales. Células normales
responden a la sobreexpresion de oncogenes entrando en estado de senescencia. Este

fenémeno fue observado cuando unant® activada del oncogén RAS (HRAY fue

12



Introduccion

expresado en fibroblastos humanos normales, induciendo primero un aumento en la
proliferacion celular seguido del arrestm@ado a senescenciaefgano et al., 1997).

Este proceso representa un mecanismo supresor de tumores por el cual las células
previenen la proliferacion descontrolada respuesta a lactivacion de oncogenes
(Serrano et al., 1997).

Muchos oncogenes inducen una robusta DDRagran acumulacion de dafio al ADN

gue es consecuencia de la proliferacion cehibarrante. Se demostré que la activacion

de DDR es necesaria tanto p&aniciacion como para ehantenimiento del estado de
senescencia inducido por oncogega que, inhibiendo la exgsién de ATM, se impide

la senescencia permitiendo la proliferacidon aberrante con una alta predisposicion a la

trasformacion maligna (Bartkovaat, 2006; Di Micco et al., 2006).

6. Vias de senalizacion involucradas

Las vias de sefializacion de p53 y Rb-p16, juegan un rol central en la induccién de la
senescencia, siendo los principales efestanoleculares de este mecanismo. Ambos
son activados en respuesta a senescerui@gen actuar de manera independiente o en
combinacion dependiendo del estimulo deyemr. La proteina p53 es estabilizada y
activa a su gen blanco, p21, alal induce el arresto delcto (Brown et al., 1997).
Tanto pl6 como p21 mantienen a pRb en su forma activa hipofosforilada la cual
secuestra a los factores E2F impidiendoede&a manera que se activen sus blancos
moleculares y en consecuencia evitarplagresion del ciclocelular (Sherr and
McCormick, 2002).

Por lo general estimulos que inducen una potente DDR (acortamiento de los telomeros y
estrés genotoxico) activan la senescenciacpd@imente a través de p53. Esta proteina

es estabilizada porque ARF inhibe a MdmBa proteina encargada de marcar a p53
para su degradacién (Sherr and McCormick, 2002).

Sin embargo cuando el estimulo que oagla senescencia es estrés oncogénico u
oxidativo se activa preferentemente la via pRb. Se piensa que esta via es activada
en gran parte por accién de p38, una quinaseada por estrés, la cual se vio que se
induce principalmente por el aumento B®S (lwasa et al.,, 2003). Un resultado
interesante sugiere que labseexpresion de RAS inducensscencia en parte por la
gran produccion de ROS (Lee et al., 1999). [esteto explicaria laccion de p38 en

este tipo de senescencia.

13
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Fig. Il: Vias de sefializacion involucradas en searcia. Rb puede ser activada por pl6 o por p21 a
través p53. A su vez la induccién de pl16 esta atkedpor p38 en respuesta a estrés oxidativo y activacion
oncogénica. Por otra parte p53 es activada @oriitacion mediada por ATM/ATR y Chk1/Chk2 cuando

el estimulo esta asociado al dafio al ADN. p53 también es estabilizada por ARF, la cual secuestra a Mdm2
impidiendo que la misma marque a p53 para su degradacion. (Fig. adaptada de |. Besi-Roy2005)

7. Mantenimiento del estado de senescencia: Cambios en la estructura

de la cromatina

Recientemente, se ha propuesto que la célula posee al menos dos mecanismos para
asegurar la irreversibilidad del arresto sanescencia. Uno ddlas es la activacion
persistente de la respuesta generatlaiio DDR, la cual interviene imponiendo un
checkpoint permanente (Di Leonardo el894; d’Adda di Fagagna, F , 2008; d’Adda

di Fagagna, F. et al, 2003). El otro mecanismo esta asociado a la heterocromatinizacién
global del ADN y en consecuencia la formacion de SAKéné¢scence-associated
heterochromatin fogilos cuales, como se dijo antarnente, corresponden a cromatina

altamente compactada encargada de suptariranscripcion de genes asociados a la

14
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proliferacion celular (Naritat al, 2003; Zhang, R., Chen, W. & Adams, P. D, 2007;
Funayama, R. & Ishikawa, F., 2007). Sea@¥®é que las célulasenescentes son mas
resistentes al tratamiento con DNAsa y pogémeral, en los SAHF, hay un aumento de
histona H3 dimetilada y trimetilada en Lisina 9 y 27 (H3K9me2, H3K9me3 vy
H3K27me3). Estas modificaciones posttracionales de histonas estan involucradas
con los mecanismos de silenciamiento en mamiferos. También se observo el
reclutamiento de proteinas asociadas empaquetamiento de la cromatina
(heterochromatin protein HRfy) y, mas aun, se determiné que la RNA pol Il esta
excluida de los SAHF (Decottignies and\ddla di Fagagna, 201Di Micco et al.,
2007).

Dado que no se observé un aumento marckd®l3K9me en células senescentes se
sugiere que en senescencig haa redistribucién de los meadores de heterocromatina
mas que un incremento de los mismosNIico et al., 2007; Funayama et al., 2006).
pl6-Rb es la via de sefializacion involucradala formacion de SAHF, Rb se une a
SUV39H1, una histona metiltransferasa mesable de la metilacion de H3K9. Se
observé que la inactivacion de Rb previenttanaciéon de SAHF en el establecimiento
de la senescencia (Naritt al., 2003). Por otro ladda contribucién de p53 a la
formacién de SAHF es una tanto contneva dado que, por un lado, se observo que
utilizando una forma dominante negativapd, que no induce la expresion de p21, no
se afecta la formacion de SAHF (Naritaagt 2003). Sin embargestudios recientes
muestran que p53 contribuye a la forndacde SAHF dado que, inactivando a p400
(una proteina remodeladora de la cromatis@)obtiene como resultado la induccién de
senescencia p53 dependiente - Rb indepeeli con la correendiente formacion de
SAHF (Chan et al., 2005).

Los SAHF no solo fueron observados en cultiviogitro, sino también durante estadios
tempranos del cancéan vivo (Collado et al., 2005). Adenomas premalignos mostraron
una sefal fuerte pasddP1, probablemente asociado afdamacion de SAHF, con la
correspondiente aparicion de otros marcaslade senescencia como aumento de la
expresion de pl6 y actividad J&al, mientras que esto no fue observado en el
carcinoma maligno.

Estas observaciones sumadas al hecho que mediante este mecanismo se suprime la
expresion de genes asociado$a progresion del ciclo, gieren que la formacion de
SAHF juega un rol fundamental en $apresion de la progresion tumoial vivo
(Funayama and Ishikawa, 2007).
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8. Significado e importancia de la senescendmvivo

8.1 Senescencia y cancer
El cancer es una enfermedad asociada ceddd, pero difiere datras patologias en un

aspecto fundamental. Para formar un tus®mecesita que las células transformadas
adquieran nuevos fenotipos aberrantes @Han and Weinberg, 200®or el contrario,

en la mayoria de las enfermedades asociadas al envejecimiento las funciones celulares
y tisulares fallan. En base a esto estaslpgi@s son degenerativas mientras que el
cancer dificilmente puede ser consatky una enfermedad degenerativa.

La mayoria de los estimulos que inducameseencia son potencialmente oncogénicos y
una célula transformada debe adquirir mataes que le permitan evitar la senescencia.
Estas mutaciones ocurren tipicamente as die sefializacibn@sadas a p53 y p16-Rb
(Cosme-Blanco et al., 2007; Chen et &005; Hanahan and Weinberg, 2000). No
obstante hay muchas instancaslas cuales la pérdidkel mecanismo de senescencia
pareciera ser un paso crucial pero insufigigmara el desarrollo del cancer. Ratones
transgénicos deficientes en p53 fallan astivar la senescencia ante un estimulo
apropiado y por consiguienton propensos al desarrolmcogénico (Braig et al.,
2005; Chen et al., 2005).

Por otro lado también existen evidencias tpe factores secretados por las células
senescentes (SAPS) puedeactdr contribuyendo a estinamlel fenotipo maligno de
células tumorales vecinas (Coppe et al., 2008).

El desarrollo del cancer requiere de laliperacion celular, pordo que cualquier
mecanismo que suprima el crecimiento de ¢2lulas va a suprimir el desarrollo
oncogénico. Sin embargo, pareceria ser gueetescencia es una barrera pero no un
obstaculo insuperable parapaogresion del cancer (Campisi and d'Adda di Fagagna,
2007).

8.2 Senescencia y envejecimiento
La relacion existente entre la senescencia y el envejecimiento es mucho mas evidente y

menos compleja que la relacion obsdevaon el cancer. Dado que se observd en
ratones, primates y humanos que hay unemento en el nUmero células senescentes
directamente relacionado a la edad (Cam@005; Dimri et al., 1995; Jeyapalan et al.,
2007).

Se sugieren tres hipétesis fbss para explicar porque f&nescencia contribuiria con

el envejecimiento. La primera de ellas ptantjue la senescencia depletaria a los tejidos
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de células progenitorastém celly afectando la reparacion tes mismos, el recambio

y la regeneracion tisular (Drummond-Barbosa, 2008).

La segunda sugiere que los factores qgeeretan las célulasenescentes afectan
procesos vitales como el crecimientojgracion, arquitecturaisular, formacion de
vasos sanguineos y diferenciacion, procepas estan altamente controlados y cuya
desregulacion puede promover el creemo tumoral (Liu and Hornsby, 2007).

La tercera esta asociada a la secreciortitbguinas inflamatorias por parte de las
células senescentes. La inflamacion es urcawr del envejecimiento ya que puede
destruir a las células y tejidos dado quedpice potentes oxidantes (Franceschi et al.,
2008). Ademas se pueden ver afectados dsoside progenitorelulares y también

se puede estimular un fenotipo maligno (Grivennikov et al., 2010).

Estudios realizados ematones transgénicos que poseen una version de p53
hiperactivada demuestran questos ratones, son libres de tumores, lo cual no es
sorprendente en vista de la funcion de sspr tumoral asociada p53 (Tyner et al.,
2002; Wada et al., 2004). Si fue sorprendezitenvejecimiento prematuro de estos
ratones y su corta vida media. Los mismos presentaban pérdida de fertilidad,
osteoporosis, pérdida de grasa subcutan¢ardme en la curacién de heridas y otras
anomalias relacionadas con el envejecimiento. Las células de estos ratones
experimentaban una senescencia tempemaultivo y gran acumulacion de células
senescentes en los tejidos (Wada et al., 2@ERtas evidencias estan de acuerdo con la
teoria del antagonismo pleiotropico, quenpéa un balance eatrel beneficio de
suprimir el cancer en organismos joveren la consecuencia del desarrollo de un

fenotipo deletéreo en edades tasd(Campisi, 2003; Campisi, 2005)

8.3 Importancia de la inducciérel mecanismo de senescencia
Se asume que la mayoria de las drogasass&th quimioterapia ejercen el efecto

antitumoral a través de la induccion gmptosis. Sin embargo también se observo que
estas drogas inducen senescencia (Chang @08R). Distintas evidencias sugieren que
a bajas concentraciones de las drogas usadgsimioterapia se induce senescenciay a
concentraciones mayores inducen apopt(Sisng et al., 2002Rebbaa et al., 2003;
Zheng et al., 2004). Por ottado, dependiendo de las adteiones genéticas presentes
en un tumor, varia la respuesta haciamgcanismo de senescencia 0 apoptosis en

respuesta al tratamiento geimioterapia (Schmitt, 2003)
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Las drogas que inducen senescencia repi@seima alternativa muy atractiva para
aguellos tumores resistentas la apoptosis. En este cepario los marcadores de
senescencia jugarian un rol fundamental paonitorear la eficacia del tratamiento
(Collado and Serrano, 2006).

Por otro lado, diferentes trabajos que a@alisenescencia en tumores sugieren que este
mecanismo esta asociado con estadios-nmalignos. Se han encontrado células
senescentes en adenomas de pulmon, neaplazsmi@reaticas y dasiones pre-malignas

de la piel (nevus melanocitico). Sin endm@restan ausentes en los estadios malignos
correspondientes: adenocarcinoma pulmoadenocarcinoma pancreatico y melanoma
(Collado et al., 2005; Michalogli et al., 2005). Estas evidencias sugieren un rol de la
senescencia como barrera plargrogresion tumoral. Por kanto el uso de marcadores
de senescencia en ensayos clinicos serigrate utilidad para dectar el cancer en
estadios tempranos; la pérdida de estoscatres seria indidad de una progresion
tumoral hacia estadios mgtios (Collado and Serrano, 2006).

Por otro lado establecer marcadores de ssmmeia, bien defidbs, para patologias
asociadas al envejecimiento tendria un fuertpacto en el diagnostico. EI hecho de
poder diagnosticar tempraname y prevenir enfermedad asociadas a la edad
permitiria sentar las bases para untervencién farmacoldgica que posponga el

envejecimiento y las patmjias asociadas al mismo.

9. Rol de los inhibidores de quinasaependientes de ciclina (CKIs) en
senescencia

El pasaje de una a otra fase del ciclo e&lsk encuentra estrictamente controlado por
una gran cantidad de proteinas involalas en regular tanto positiva como
negativamente la progresionldgclo. El control rigurosode este proceso evita la
iniciacibn de la fase siguiente sigue la anterior halla sido completada
satisfactoriamente (Bulavin et al., 2002;rtdeell and Weinert, 1989), contribuyendo a
la fidelidad en el mantenimiento y entfansferencia de la informacion genética (Zhou
and Elledge, 2000). Como factores principakn la regulacion se encuentran: las
quinasas dependientes de ciclinas (CDKs)fgaforilan a diversaproteinas en serinas

y treoninas, las ciclinas que regulan lgéividad quinasa de |Ia8DKs, y las proteinas

inhibidoras de CDKs (CKIls) Estas proteinas integran el flujo de informacion
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proveniente desde el exterior celular paliagir el inicio del ciclo celular y la
progresion a través de todas sus fases.

En mamiferos existen 2 familias de proteinas que actian como inhibidores de quinasas
dependientes de ciclinas (Hirama and Koeffler, 1995; Ortegé.,e2002; Sherr and
Roberts, 1999; Trimarchi and Lees, 2002). La familia de las INK4 i(fobitors of
CDK4) compuesta por las proteinas pd&H4a, p15INK4b, p18INK4c y p19INK4d; y
la familia de las Cip/Kipformada por p21 (6 Cipl, CDKiteracting protein, p27 (6
Kipl, kinase inhibiting proteinl) y p57 (6 Kip 2). Las @iKip tienen el potencial
necesario para inhibir a diferentes CDIgsincipalmente CDK2-ciclina E/A y CDK1-
ciclina B (Hengst and Reed, 1998; Nakayasma Nakayama, 1998) . Las 4 proteinas
que conforman al grupo INK4 tienen la capgad de unirse a CDK4/6, inhibiendo la

union de la ciclina D e impidiendo su activacion.

pl&/pla p21

pl&/pla p27/ps?

Cdk4sa Cdk2 Cadk2 Cdkl Cdkl
CiclinaD1/2/3  Ciclina E Ciclina A Ciclina A Ciclina B

I I E
G'f Punto de S GJ! M

restriccldn

Fig. Ill: Regulacion de los complejos ki@ — CDKs a lo largo del ciclo celular.
Modificado de Trimarchi y Lees, 2002.

9.1 Familia Cip/Kip
De los miembros de la familia Cip/Kip21 constituye un biomarcador de senescencia

ya que se observd su induccién en respuastistintos tipos deenescencia y en

diversos tipos celulares (Braig arschmitt, 2006; Bringold and Serrano, 2000;
Campisi, 2001). p21 es activada por p53, en @mmsncia se une e inhibe al complejo
cdk2/ciclinaE y contribuye a mantener Rb en su forma activa hipofosforilada
causando el arresto del cicla¢kson and Pereira-Smith, 2006).

9.2 Familia INK4
Esta familia esta compuesta por cuatro miembros: p16INK4a (p1l6), p15INK4b (pl5),

pl8INK4c (p18) y p19INK4d (p19) (Chan ak, 1995; Guan et al., 1996; Hannon and
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Beach, 1994; Hirai et al., 1995; Serrano etE93). Las mismas ssen e inhiben las
quinasas CDK4 y CDKG6 (Serrano et al., 1993).

Las proteinas INK4 estdn generalmente whagao inactivadas en diversos tipos de
canceres y representan supresores tuesra candidatos a serlo (Roussel, 1999).
Aunque parecen ser funcionalmente redundaetesu capacidad de inhibir el ciclo
celular, los cuatro miembros son expresadibsrencialmente durante el desarrollo y
estan involucrados en diferentes evertelilares (Canepa ai., 2007; Cunningham

and Roussel, 2001)

De los cuatro miembros de esta familia, p16 constituye un biomarcador de senescencia
ya que se observO un aumento en Su esiPn en respuesta varios tipos de
senescencia y en diversos tipos celulares (Braig and Schmitt, 2006; Campisi, 2001).
También se observd un marcado incremesrola expresién de pl6 asociado al
envejecimiento en tejidos de ratoneshymanos (Zindy et al.1997). Como ya se
menciond anteriormente, pl6 esta involucraa el arresto irreversible del ciclo
manteniendo a Rb en su forma activa hipofolsida. A su vez también se vio que esta
involucrada en la formacion &®AHF (Narita et al., 2003).

Recientemente se ha reportado que dos proteinas miembros de esta familia, p16INK4a y
p19INK4d, estarian involucradas la reparacion del DNA ka apoptosis inducida por
diversos agentes genotoxicgAl-Mohanna et al., 2004; @di et al., 2005; Tavera-
Mendoza et al., 2006). En nuestiaboratorio hemos demoatlo que los niveles de
pl9INK4d son inducidos en respuesta &ereéintes genotoxicos (UV, péptide-
amiloide, neocarcinostatin, ;8, o radiacién ionizante) y que esto incrementa la
reparacion del DNA dafiado en diversos tipekilares, al mismo tiempo que disminuye

la apoptosis celular. Las células ge&presan pl9 presentan menor numero de
aberraciones cromosOmicas y mayor supencia frente a genotoxicos que las
deficientes en dicha proteina (Ceruti et al., 2005; Ceruti et al., 2009; Scassa et al.,
2007). Ademas de ser inducida luego denjaria genotoxica, pl9 es fosforilada,
secuencialmente, por CDK2/CDK5 y luwegpor PKA con lo cal adquiere su
localizacion nuclear y su capdad para actuar en repai@tiy apoptosis. La induccion

de p19 es mediada por E2F1 y su fosforilacg@nrealiza a travéte la via ATM/ATR y
Chk1/Chk2 (Carcagno et al., 201(Marazita M, manuscritorziado a publicar). Estos
resultados sefialan un papel relevante dedéeina pl9 en la DDR colaborando en el
mantenimiento de la integridad gendémicax &nbargo, el mecanismo por el cual actia

asi como el sitio de accion no han sido aun aclarados. En nuestro laboratorio hemos
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demostrado que la sefial que ineluc fosforila a p19 no es el daiper sesino la

modificacion en la estructura cromati producida como consecuencia del dafo.

9.3 p19 y su interaccién con los mecanismos involucrados en el
mantenimiento de la integridad genémica
Si la apoptosis o la senescenson inhibidas por algunazin, se incrementa el riesgo

de inestabilidad cromosdmica y, las cé&ulgue son suficientemente robustas para
sobrevivir, pueden presentar una ventajalif@rativa y conducir a la formacién de
tumores (Hanahan and Weinberg, 2000; 6h2004). Es asi, que una célula tratara
primero de reparar el dafio y sobrevisin embargo cuando el dafio sobrepasa la
capacidad de reparacion, la célula cambia hacia estos mecanismos.

La DDR consiste, entonces, en una respuggégral que activa todos o alguno de los
siguientes mecanismos: arresto del ciclo celidstemas de reparacion de la lesion,
apoptosis y senescencia (Harper and dgie 2007). La existencia de una red
regulatoria que integre los distintos mecamis de la DDR constituye una hipotesis
atractiva; dicho mecanismo tendria una emspeimportancia en el control de la
progresion de los tumores. Sin embargoskffales que gobiernan la decision referida a
si una célula inicia la reparacion del DNAresta su ciclo celulas dispara el proceso
de senescencia, y los medios por los cualeglula integra la informacion proveniente
de estos caminos metabolicos aun se desconocen.

De este modo y considerando la funcionginalmente descripta para pl9 como
inhibidor del ciclo celularsugieren que la misma podria desempefiar un papel de nexo
integrando la regulacion del ciclo celulda reparacion del DNA, la apoptosis y

senescencia.

Las células estan continuamemepuestas a distintos tipos de estrés y diferentes tipos
de dafio tanto endégeno como exdgeno yespuesta puede ir desde una completa
recuperacion hasta la muerte celular. Las células proliferantes pueden iniciar una
respuesta adicional adoptando un estado destor@ermanente del ciclo. Comprender
las causas y consecuencias del estadseescencia proporcionara una nueva vision
de como las células reaccionan al estréqeeslmente el estrégenotoxico y como
esta respuesta celular puede afectar adoganismos complejos en el desarrollo del
cancer y el envejecimien(d. Campiset al.2007)
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OBJETIVO GENERAL

El objetivo general planteado este trabajo de investigacion consiste en determinar la
participacion de la proteina p19INK4@19) en la induccion y/o mantenimiento de la

senescencia.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analizar la expresion de pl9 en mesgpta a la activacion del mecanismo de
senescencia

2. Evaluar el efecto de p19 en la inddecde diferentes tipos de senescencia

3. Determinar las vias de transduccion de sefiales e identificar los elementos y factores
de transcripcién involucrados &ninduccion de p19 en senescencia.

4. Analizar la localizaén subcelular de p19 y su posildi#io de accion en respuesta a
distintos estimulos senescentes.

5. Evaluar una potencial correlacion entreeXxaresion de pl9 y el envejecimiento en

ratones de distintas edades.

23



HIPOTESIS

A lo largo de la evolucion, los organies con tejidos renovables han desarrollado
mecanismos para prevenir la tumorigénesis. La respuesta celular frente a distintos
estimulos estresantes es altamente compl@aolucra una gran vi@dad de proteinas
sensoras que transducen sefiales para ejetistiamtos procesos celulares. Entre ellos,

se mencionan, el arresto del ciclo, repana, apoptosis y senescencia, mecanismos que
forman parte de una respuesta generalrgada de mantener la integridad gendémica
(DNA Damage Respon8DR).

Una de las caracteristicas mipales de la senescencia dstesen la incapacidad que
tiene la célula para progresar en el ciclo leellLas células senescentes estan arrestadas
con un contenido de ADN que correspondia dase G1 o G2 dependiendo del tipo
celular. Este arresto es depéente de factores que camin la progresion del ciclo

tales como las proteinas supresoras deesnob3, pRb y p16INK4a. Si bien estos son

lo principales efect@s moleculares involucrados eniéciacion y mantenimiento del
estado de senescencia, las proteinas que participan en los mecanismos que sostienen la
irreversibilidad del arresto Heiclo, no han sido aun identiidas. Segun se indico en la
introduccidn, la proteina pl9 desempefia upep@anportante en la respuesta celular
frente al dafio al DNA, ademas de ser unhitar del ciclo celular en la fase G1. La
hipotesis que plantea este plan de itigasion, considera qukas propiedades que
reune pl9a convierten en un factor con potengiara participar en la iniciacion y/o

mantenimiento del estado de senescencia.
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Modelos utilizados para senesc&m por estrés genotoxico vy
senescencia fisiolégica

Teniendo en cuenta que el dafio al ADNuesagente causal comun de la respuesta
senescente, independientemente del esingue le da origen (Campisi, 2005),
decidimos emplear para el preserttabajo un agente genotdxico denominado
camptotecina (CPT), el cual es comunmente usado en quimioterapia ya que inhibe la
topoisomerasa | provocando dafio de doble aadearuta et al., 2003) Se ha reportado
gue esta droga a bajas concentracionesf20induce senescencia mientras que a altas
concentraciones (250 nM) induce apoptodiman et al., 2002). Para este tipo de
senescencia se emplearon principalmermlilastos diploides humanos (WI-38), de
hamster (BHK-21) y la liga celular humana HEK29Bligman Embryonic Kidngy

Para el modelo de senescencia fisiaagdecidimos emplear kkwos primarios de
ratdbn Mouse Embryonic FibroblastdEFs) extraidos a partir de embriones de dia.13,5
Esta reportado que después de una numepasiges en cultivo (5-10) los fibroblastos
primarios de raton entran en un estade senescencia pkcativa causado

principalmente por estrés abétivo (Parrinello et al., 2003)

1. Caracterizacion de ambos modelosediante el analisis de distintos
marcadores de senescencia

En primer lugar, y antes de estudiar pgarticipacion de pl9, analizamos ciertas
propiedades de los sistemas utilizados para determinar si cumplian con las
caracteristicas de un estado senescente.

Dado que no existe un marcador especificeeste mecanismo fue necesario analizar
distintos cambios morfoldgicos fisiolégicos a nivel celula que en conjunto definen

este estado.

1.1 Arresto del ciclo
Una de las principales caracteristicas deddislas senescentes es el arresto permanente

del ciclo celular, el cual puede ser facileedetectado por lalfa de replicacion del
ADN. Dicho arresto fue medido utitndo ensayos de incorporacién #é){timidina.
Para el modelo de senescencia por egfe@®toxico se observo el arresto inmediato e
irreversible a partir de las 24 h de traiamio con CPT. El mismo fue confirmado en

dos tipos celulares obteniéndose resultados similares (Fig. 1 Ay B).
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Para el modelo de senescencia fisiologieaobservé el arresto del ciclo celular en
funcion al nimero de pasajes en cultivd. (Pal como se observa en la figura 2 el
arresto comienza a partir del P5, acentuandqgsatir del P6 y manteniéndose hasta el

PO.
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Fig. 1:Cese de incorporacion déH] timidina. (A y B) Células WI-38 y Bi-21 respectivamente fueron
tratadas con CPT 20nM por 24, 48 y 72 h. luego del tratamiento fueron incubadag@Bml1[*H]-
timidina durante 6 horas a 37 °C. Las aulueron lisadas y lacorporacion de®H]-timidina al DNA
fue estimada como dppg de proteina. Las barras representan la med.E. de dos ensayos
independientes realizados por triplicado. Test de Student: * p < 0,01
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Fig. 2: Cese de incorporacion d#l timidina, en MEFs a lo largo de los distintos pasajes en cultivo. En
cada pasaje se tomaron muestras, las cuales fueron incubadagCinl 1°H]-timidina durante 6 horas

a 37 °C. Las células fueron lisadas y la incorporacién®dgtimidina al DNA fue estimada como
dpmiug de proteina. Las barras representan la medi&. de dos ensayos independientes realizados por
cuadriplicado. Test de Student: * p < 0,005
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1.2 Interrupciodn de la proliferacion celular
Para confirmar mediante laili#acion de otra técnica eésultado obtenido en el punto

anterior, se analizé la deigidén de la proliferacion celat en ambos modelos. Las
células fueron fijadas y tefiidas con cristal @ial Este colorante tiene la capacidad de
penetrar en los nucleos celulares de mageeapuede establecerse una relacion directa,
entre el nimero de células viables gdmtidad de cristal violeta fijado.

Para el modelo de senescencia por egiggwtoxico fibroblastos humanos (WI-38)
fueron tratados o no por 24 h con CPT 20 hiego del tratamiento, las células fueron
incubadas en medio de cultivo normal exéragose muestras durante 8 dias. Cuando las
células fueron tratadas con CPT se obsemva disminucién en laroliferacion, sin
cambios significativos en el numero de céludascual se paxi sugiriendo un arresto
irreversible ya que el seguimiento fue zadlo por 8 dias. Sin embargo, las células no
tratadas continuaron creciendo normalmente.

En el modelo de senesceadisiologica se extrajeron rastras a las 24 y 72 h post
plagueo en cada pasaje de MEFs. Se topmio medida relativa de crecimiento la
relacion entre ambos intervalds tiempo y, de esta mangsa tuvo en cuenta siempre
el nimero inicial de células. A partir de eatmrdaje se observé una disminucion en la

proliferacion en relacién al nUmero de pasaje.

Fig. 3: Ensayos de cese de

i proliferacibn por recuento de
450 Wi-38 * células, (A)Fibroblastos humanos
e " (WI-38) fueron plagueados a una
o 350 densidad de 20000 cel/well y
< 3o ' tratados con CPT 20 nM por 24 h.,
‘E 250 e luego colocados en medio normal
Y 200 L* durante 8 dias para permitir su
O 150 - — e recuperacion. El dia 0, en las
£ e R células tratadas con  CPT,
100
corresponde a la muestra tomada 24
e hs post tratamiento, el dia 1 es la
b Do Dia 1 Dia 4 Dia 6 Dia 8 muestra que después del tratamiento
que tuvo 24 h. de recuperacion en
medio normal. Los valores fueron
ol L S relativizados a la muestra tomada
B 24 hs posterior al plagueo de las
200 MEFs células cuyo valor fue 0.18 y
considerado el  100%. (B)
g 250 senescencia fisiologica, se
< 5np obtuvieron muestras a las 24y 72 h.
E post plaqueo en cada pasaje de
g 190 * MEFs, todas las muestras fueron
Yim relativizadas al pasaje 1 (P1) el cual
& fue considerado el 100%. Los
50 puntos representan la mediaD.E.
0- de dos ensayos independientes
P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 realizados por sextuplicado. Test de

Student: * p < 0,005
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1.3 Actividadg-galactosidasa positiva y cambios en la morfologia celular
También se analizo la activid@egalactosidasa positiva a pHque poseen las células

senescentes la cual se denomina activifaghlactosidasa asociada a senescencia
(Senescence Associatpdjalactosidase, Sp-gal) (Dimri etal., 1995). Si bien, la falta

de replicacibn es umarcador elemental, éste no permite distinguir entre células
senescentes de aquellas que se encuentran en estado de quiescencia o totalmente
diferenciadas. Este fue el primer marcaeorser identificado y esonsiderado uno de

los mas especificos, se utiliza taimiorivo comoin vitro. Esta SABgal es detectada por
tincién citohistoquimica y se cree que es consecuencia del aumento en el contenido
lisosomal que poseen las célulaseseentes (Lee et al., 2006).

Dicha actividad (SA3-Gal) fue analizada en células WI-38 incubadas o no con CPT
(Fig. 4) y en MEFs de pasaje bajo y dfag. 5). Se observo un aumento notable de la
SA-B-Gal en respuesta al tratamiento conTGBenescencia genotoxica) y en MEFs de
pasaje alto (senescencia fisioldgica).

También se observo, en ambos modelos, can#osl fenotipo celular. Tanto en las
células tratadas con CPT como en MEFspdsaje alto, sedairti6 la morfologia

aplanada y alargada que poseen las kraestado de senescencia (Fig. 6).

Fig. 4: SA$-Gal positiva, Células WI-38 control (A, B, C) o tratadas por 72 hs con CPT (D,
E,F). Las células fueron fijadas e incubadas por 16 h. con la solucidn de tincién que posee el
sustrato cromogénico X-GAL. Pasadas las 16 h, las células fueron lavadas con PBS y
observadas en el microscopio invertido 1X70 Olympus Fluoview con un aumento de 400X.
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Fig. 5: SA$-Gal positiva, en MEFs de pasaje bajo, P3, (A, B, C) y pasaje alto, P6,
(D, E, F) Las células fueron fijadas e incubadas por 16 h. con la solucion de tincion
gue posee el sustrato cromogénico X-GARasadas las 16 h, las células fueron
lavadas con PBS 1X y observadas en el microscopio invertido IX70 Olympus
Fluoview con un aumento de 400X.

Fig. 6: (A y B), Celulas BHK-21 control y tratadas por 72 con CPT. (C y D) MEFs
de pasaje bajo (P3) y pasaje alto (P6). Las células fueron fijadas y observadas en el
microscopio invertido I1X70 Olympus Fluoview con un aumento de 400X.
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1.4 Formacion de SAHF (senescenassociated heterochromatin foci)
Como ultimo marcador de segescia se analizé la formaciéon d®ci de

heterocromatina. Cuando células sepates son tefiidas con DAPI se obserfcan
esparcidos en el nicleoslouales corresponden a cromataitamente compactada. Por

el contrario, los nucleos de células senescentes muestran un patron de tincion
uniforme. Se demostré por inmunoprétEpion de cromata (ChIP) que los
promotores de los genes target de E2F, involucrados en la progresion del ciclo celular,
se vuelven heterocrométicos de manera k#maa a la aparicion de SAHF en células
senescentes (Narita et al., 2003). Estas evidencias permiten sostener que dichas
alteraciones en la estructura de la cronaationtribuyen a la irreveibilidad del proceso

de senescencia (Braig andh8ttt, 2006; Narita et al., 20D3Ademas, se vio que estos

foci contienen numerosas proteinas quédrespresentes en la heterocromatina
transcripcionalmente inactiva incluyendo brss hipoacetiladas, histona H3 metilada

en lisina 9 (H3K9me) y HPI1(heterochromatin proteinpgHP1, BHP1 y yHP1)
(Decottignies and d'Adda di Fagaa, 2011; Di Micco et al., 2007).

En ambos modelos se analizé la presenci&AlldF. Previo a la tincion con DAPI se
realizdO una inmunocitoquimica padetectar la presencia d¢iP1, dado que esta
proteina es reclutada en los SAHF y eérlca, de los miembros de su familia, que se
fosforila en senescencia. Esta modifiéacies necesaria para su union a los SAHF
(Zhang et al., 2007).

Tanto para el modelo de senescencia gerga@omo para senescencia fisioldgica se
observé la aparicion de SAHF. En la fij.se observa el patron de tincién uniforme
tanto con DAPI como para la proteipdP1 en las células contrd?or el contrario,
cuando las células fueron tratadas con CPdbserva la aparicion de pequefios SAHF.

Por otro lado, en la fig. 8, se observan pequédioisen MEFs de pasaje bajo. Esto es
debido a que las células de ratdbn poseen cromatina pericentromérica mucho mas
prominente que las células humanas. La misma también tiene afinidad preferencial por
el DAPI y las proteinas que forman loAHE-, sin embargo no hay evidencia de que
estosfoci contengan los promotores de los gebéanco de E2F como los SAHF en
senescencia (Campisi and d'Adda di Fagagoa7; Cerda et al1999). En MEFs de

pasaje alto (P6) se observa que los SAdmentan en numero, tamafio e intensidad.
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Control yHP1

CPT YHP1
2

Fig. 7: Deteccion de SAHF: Células WI-38, control (panel superior) o tratadas con CPT 20 nM por 72 h. (panel
inferior). Se determind la expresiongdP1, en color verde y en azul se observa la tincion con DAPI. El anticuerpo
secundario fluorescente utilizado fue alexa 488 (verde). Las imagenes fueron obtenidas con un aumento de 1000X.

P3

PB

Fig. 8: Deteccidon de SAHF: Células MEFs pasaje bajo (panel superior) o pasaje alto (panel inferior), Se determind
la expresion deHP1, en color rojo y en azul se observa la tincién con DAPI. El anticuerpo secundario fluorescente
utilizado fue alexa 594 (rojo). Las imagenes fueron obtenidas con un aumento de 1000X.
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2. Expresion de pl19 en respuesta a senescencia
Una vez comprobados nuestros modelos se pieekrificar si la expresion de pl19 se

ve afectada en respuesta a lostgoss de senescencia estudiados.

2.1 p19 se induce tempranamerdga senescencia genotoxica
Para comprobar si p19 se induce en resaual tratamientoon CPT se realizaron

curvas de dosis y tiempo analizandosexgresion de pl19 por rtbern y western blot.

Se comprob6 que pl9 aumenta frente afatniento con CPT (20 nM) y que este
incremento es dosis dependiente. La indutdel mMRNA de p19 comenzd a las 12 h de
tratamiento y se mantuvo elevada hasta alasdas 72 h posteriores al agregado de
CPT, tiempo en el cual ya se detectaron tddssnarcadores de senescencia. A su vez,
se vio que la minima concentracion de GRTesaria para el aumento de p19 fue 20 nM
(Fig. 9 A y B). Cuando se analizaron loveles proteicos de pl9 se observé que la
induccion comenzo a las 12 h de tratamignémteniéndose elevada aun a las 72 h (Fig.
10).

Luego se analiz6 la expresion de otros miembros de la familia de inhibidores de CDKs
(CKIs). Se observd que la expresion s y p21, que represam biomarcadores
definidos de senescencia, es inducida d2ak luego del tratamiento con CPT (Fig. 9).
Es importante remarcar que el inicio defduccién de estos 2 genes se corresponde
temporalmente con el de pl19. Esto indica que pl9 se induce tempranamente en
respuesta a un estimulo que dispara la seneg genotodxica. Por otro lado, los niveles
de pl9, al igual que los de pl6 y p21, setieaen elevados al menos hasta las 72
horas. Esto sugiere que p19 podria particgrael establecimiento y el mantenimiento
del estado senescente.

Para evaluar si la inducciahe pl9 esta limitada alpt celular empleado o es un
fendbmeno mas general, se realizaron experiosesimilares en otras lineas celulares,
BHK-21 y HEK293, y en MEFs. En todos dlse observa un aumento de p19 a las 12
h, aproximadamente, luego del tratamiento con CPT (Fig. 11).
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Fig. 9: A Curva de tiempo del genotoxjdBélulas WI-38 fueron tratadas por 6, 12, 24, 48,y 72 h. con
CPT 20nM. BCurva de dosis del genotoxidBélulas WI-38 tratadas a diferentes concentraciones del
dafiador (CPT). En ambos casos se extrajo el ARN total y por northern blot se analizé la expresién del
mMRNA p19 y los demas miembros de la familia de CKI (p15, p16, p18, p21 y p27) Beta tubulina fue
utilizada como control de aza.
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Fig. 10: ACurva de tiempo del genotéxjcGélulas WI-38 fueron tratadas a diferentes tiempos con
CPT 20 nM. Se realizd la extraccion de proteinade®ta se analizd, por western blot, la expresion
de p19 y p21. Actina fue utilizadmo control de carga. B Cuantificacion de la expresion de p19,
los valores fueron relativizados a la muestoatrol, la cual fue considerada el 100Ras barras
representan la mediaD.E. de cuatro ensayos independienfesst de Student: * p < 0,1 ** p < 0,05
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Fig. 11: (A) Curva de tiempo realizada &flulas BHK-21. (B) en MEFs (C) en HEK293.

Las células fueron tratadas con CPT 20 nM a distintos tiempos segun se indica en cada figura.
En todos los casos se extrajo el ARN total y por northern blot se analizd la expresion del
mRNA pl19 y los demas miembros de la familia de CKI (pl15, pl16, p18, p21 y p27) Beta
tubulina fue utilizada aoo control de carga.

2.2 Induccioén de pl19 en senescencia replicativa
Posteriormente, se analizé la expresion de ggl8enescencia fisioling. Para ello se

utilizaron MEFs y se tomaromuestras de cada pasajeganalizar los niveles de
MRNA y proteina de p19.

Se observé un aumento del transcripto de pd&@r del pasaje 5 que se mantuvo hasta
el pasaje 8, el ultimo anahdo (Fig. 12 A y B). Al gual que en la senescencia
genotoxica, la induccién de la expresionpd® coincidié con el aumento de expresion
de pl6 y p21, reforzando la hip6tesis expupsia arriba acerca del papel de p19 en el
establecimiento y mantenimiento de la senescencia (Fig. 12 A y B). Respecto a la
expresion de la proteina pl9, se analizaistintos pasajes de MEFs y en un cultivo
primario de fibroblastos dérmicos humar{éstos ultimos cedidos gentilmente por la
Dra. Maria E. Scassa, FLENI). En ambos casosbservo la inde®n de la proteina
pl9 en los pasajes 6 y 4 respectivamente (Fig.12 C y D).
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Fig. 12: Senescencia fisiologic¢A y B) northern blot y su correspondiente cuantificacion realizado

en MEFs a lo largo de los sucesivos pasajes en cultivo. Se extrajo el ARN total y por northern blot se
analizaron los niveles de mRNA de p19, p21 y p16. Beta tubulina fue utilizado como control de
carga. Los valores fueron relativizados a la maestmtrol la cual fue ewmiderada el 100%. Las
barras representan la medid.E. de tres ensayos independientes. Test de Student: * p < 0,1 ** p <
0,05, *** p < 0,005. Western blot realizado en MEFs (C) y fibroblastos humanos (D) a los largo de
los sucesivos pasajes en cultivo, se realizo laecitin de proteinas totalggpor western se observo

la expresion dgpl9. Los niveles de @resion de actina se utilizaron como control dgaar

En conjunto estos resultados demuestran quamdos tipos de senescencia, fisioldgica

y genotoxica, se induce la expresion de pgafto el mMRNA como la proteina. Esta
induccién coincide, temporalmente, con la de dos proteinas involucradas en el
establecimiento de la senescenciancopl6 y p2l. Ademas la induccion de pl9
concuerda con la aparicion de los digtsh marcadores de senescencia en ambos

modelos.

3. Diferencias en la activacion dgl9 segun la dosis de genotéxico
empleada
En nuestro laboratorio hemos demostrado que pl9 se induce en respuesta a diferentes

genotoxicos y que esto incrementa lpamacion del ADN dafiado en diversos tipos
celulares (Ceruti et al., 2006gruti et al., 2009Scassa et al., 2007). Nos preguntamos,
entonces, si la induccion de p19 en resuabkéstimulo de senescencia genotoxica esta

relacionada con su funcién ¢ reparacion del ADN. Pamdllo, células WI-38 fueron
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expuestas a distintas condiciones de egef®toxico, una de estimulo senescente y
otra de dafio al ADN. Se las imd por 24 h con CPT 20 nM (condicion de
senescencia) y CPT (@M (condicion de dafio y reparacion) y, posteriormente, se las
colocé en medio basal para permitir swupsracion durante 6 dias. De manera que, Si
la induccion de p19 en sewescia genotoxica estuvieraaelonada con su funcion de
reparacion, deberiamos ver un aumento exxpaesion cuando las células son tratadas
con el dafiador, seguido de una disminucida vez recuperadas las células en medio
normal.

Se analizaron los cambios en la expresiopdiey en la proliferacion celular. Como se
observa en la fig. 13 B, dtanscripto de pl9 se indugese mantiene en niveles
elevados durante los 6 dias en quedékilas fueron mantenidas en medio normal
posterior al tratamiento cd@PT 20 nM. Por el contrario, laduccion de p19 observada
con el tratamiento con CPT M es transitoria. Esta disnuye a partir del 4 dia de
recuperacion manteniéndose en sus valti@sales hasta el dia 6. Los resultados
obtenidos en la determinacion de la feohcion celular son indicadores de la
estimulaciéon de dos procesos diferentes. (E&PD). Con la baja dosis del genotéxico no
se observan cambios significais en el nimero de célulasygiriendo un arresto del
ciclo celular compatible con el estado snescencia. Con respecto al tratamiento con
altas dosis de genotdoxico gkestaca una disminucidon en el numero de células,
probablemente causada por apoptosis gruesta al tratamiento que resulté en un dafio
al ADN.

Estos resultados indican que la inducciénpd® en respuesta al estimulo genotdxico
que dispara la senescencia presenta caistctas distintas da induccidon por un

estimulo que causa dafio al DNA y apoptosis.
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Fig. 13: (A) Esquema representativo que muestra como fue realizado el experimento. Células Wi-38 fueron
plaqueadas y 24 h. después se tomo la muestra (M0), luego fueron incubadas con CPT 20 nMy 1 uM
(condicién de senescencia y altas dosis de dafio respectivamente). 24 h. post- tratamiento se tomaron las
muestras (M1) de cada condicién (control, CPT 20 nM y CPT 1 uM), después se permitid la recuperacion
en medio normal durante seis dias, obteniéndose muestras al dia 1 (M2), dia 4 (M3) y dia 6 (M4). (B) Se
extrajo el ARN total de cada muestra (M1, M2, M3 y M4) y por northern blot se analiz6 la expresion de
p1l9 en cada condicién (control, CPT 20 nM y CPT 1 uM). (C) Cuantificacion realizada a partir del
northern blot, los valores fueron relativizados a la muestra M1 control, las barras representan +a media
D.E. de dos ensayos independientes. Test de Student: ** p < 0,05, p < 0,1 (D) Ensayo de cese de
proliferacién por recuento de células, utilizando los mismos tratamientos anteriormente nombrados, los
valores fueron relativizados a la muestra MO la cual fue considerada el 100% Los puntos representan la
media+ D.E. de dos ensayos independientes realizados por sextuplicado. Test de Student: * p < 0,005

38



Resultados

4. ¢ En que fase del ciclo adar se produce el arresto?
Nuestro siguiente objetivo consistio en analzarque fase del ciclo celular se produce

el arresto, dado que las células senescestas arrestadas con un contenido de ADN
que corresponde a la fase @52 dependiendo del tipo celubael estimulo de origen
(Campisi and d'Adda di Fagagna, 2007). Adsmpl9 es una proteina que se expresa
diferencialmente en las distintas fases debcipresentando suqu de expresion entre
las fases G1 medio y S y desapareciendo en G2.

Para analizar este puntoglulas WI-38 fueron inducidaa entrar en senescencia
genotoxica con CPT 20 nM y los MEFS emescencia fisioldgica. En células WI-38
también se utilizé una concentracion de CPIM)L capaz de dafar extensamente al
DNA y generar apoptosis. Las muestras fueron fijjadas e incubadas con ioduro de
propidio para su posterior andlisis por FACS.

Tal como se observa en la Fig. 13 C yd, senescencia fisioldgica el arresto se
produce en la fase G2 del ciclo. Al compagrasaje bajo vs. alto se observoé un aumento
de células en fase G2 en detrimentd3de También se observéd un pequefio porcentaje
de células en fase subG1. Dado que enoéd celular normal leexpresion de pl9 es
nula en la fase G2, este rikado nos esta indicando que, este tipo de senescencia, se
manifiesta un mecanismo de induccion actlegp19 que seria causa o consecuencia del
estado senescente.

En cuanto a senescencia por estrés genotoxico (CPT 20 nM) se observa un aumento en
el numero de células en fase S lo cual cenda con la accion ejercida por el dafador.
CPT inhibe la topoisomerasa | provoda el atascamiento de la horquilla de
replicacion y el arresto del ciclo celular lkenfase de duplicacion del ADN (Mullany et
al., 1998; Nelson and Kastan, 1994).

Cuando se utiliza una concentracion deT@Rpaz de dafiar extensamente al DNA y
generar apoptosis, se obsenn porcentaje mayor de délsi en las fases subGl y G2,
con la consecuente disminucion en G1. Esseltado concuerda con lo observado en la
seccion anterior, en la cual se vio la dismeion del numero de células cuando fueron
tratadas con CPTuM. Dicha disminucion es probashente causada por apoptosis

dado el aumento observado en lsefaubG1 del ciclo celular.
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Fig. 14: (A y B) Perfiles de FACS obtenidos a partir de células WI-38 control y tratadas con
distintas dosis del dafiador (20nM y 1uM) por 24 h. (C y D) Resultados de facs obtenidos a partir
de Mefs de pasaje bajo y alto. Las células dnectosechadas y fijadas en etanol 70%, luego
incubadas con ioduro de propidio para el anatisiscontenido de ADN. (B y D) Cuantificacién de
cada una de las fases en cada condicion mediante la utilizacioatama WinMDI 2.8.
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5. Cambios en la expresion de p19 modulan el programa senescente
Nuestro siguiente objetivo consistié en aralisi la induccion de la expresion de pl19

durante ambos tipos de senescencia posee sigificado fisiologicoSi este fuera el

caso, la modulacion de los niveles de pleéberia causar alguredteracion en el
establecimiento de estos tipos de senescencia.

Para poder analizar si existe una rd&lacdirecta entre la induccion de pl9 y el
mecanismo de senescencia, se construyerotirtkzss celulares a partir de las células
BHK-21. Estas construcciones tienen establemente transfectado el vector pMTC6+ en el
cual se clond el cDNA de p19 orientado denera directa (p19 sesso invertida (p19
antisense) bajo el control del promotle metalotioneina inducible por ZnDe este

modo el agregado de Znconducird a la expresiéon aumentada o disminuida de p19,
respectivamente. En este modelo se enah distintos marcadores de senescencia

inducida por estrés genotoxico (CPT 20 nM).

5.1 Arresto del ciclo
Para confirmar si se afecta el arresto del ciclo en respuesta al tratamiento con CPT,

segun se encuentren aumentados o dimindatosiveles de pl9, se realizaron ensayos
de incorporacién de’fl]-timidina. Se comprobé que latones BHK p19AS arrestan el
ciclo de manera tardia en comparacionsadienes WT y clones p19S. Esto sugiere un
posible rol de p19 en el arresto irresible de este proceso (Fig. 15A).

En las Figuras 15 B y C se observa el cdrideolos respectivos clones realizado tanto

por northern como por western blot.
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Fig. 15: (A) Incorporacién de timidindH] en células BHK21 que tieen aumentada (sense S) o
disminuida (antisense AS) la expresion de ht&. clones WT, S y AS fueron tratadas con CPT
20nM por 24, 36, 48 y 72 h. Previo al tratamiento con CPT a cada clon se le agregé SO4Zn
(50uM) para activar el promotor de metalotioneina. Luego del tratamiento fueron incubadas con
1 uCi/ml [*H]-timidina durante 6 horas a 37 °@osteriormente fueron lisadas y la
incorporacion de *H]-timidina al DNA fue estimada como dpmgy de proteina. Las barras
representan la media D.E. de dos ensayos independientes realizados por triplicestode
Student: *** p < 0,005, ** p < 0,05, p < 0,1B) Control de cada clon por northern y (C) western

blot.

5.2 Actividadp-galactosidasa positiva
Ademéas de analizar el arrestol diclo, también se estudid la S¥Gal+ en los

diferentes clones tratados o no con CPT parh. Dicha actividad fue detectada y
cuantificada en clones de células BHK-21 WI9 sense (S) y antisense (AS). También

se utilizaron, como control positivo, o&s que sobreexpresan p2l. Los clones p21S
fueron obtenidos con el mismo procedinteeanteriormente descripto para p19.

Se observo que la SB-Gal+ se encuentra aumentada en clones que sobreexpresan 19
(p19S) en comparacion con los clones WTg(FL6). Por el comario, cuando la
expresion de pl9 se encuendiaminuida (p19AS) la SA-Gal+ se vio reducida en
comparacion a los clones WT. En los clop4S, como se esm@ba, se observo un
incremento en la SAGal+ dado que p21 esta involucrasfa el establecimiento de la

senescencia. Es importante destacar que el aumento erpl&S8lA-observado para los
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clones pl9S es similar al de los clones $i2Esto refuerza aun mas la hipotesis
expuesta mas arriba acerca del papel de p&destablecimiento y mantenimiento de la

x W%
2
d 4% 1
2 sos
m_
10% -
0% : ; :

p1OWT p19AS p19s p21s
Fig. 16:Visualizacion y cuantificacion de $#yal, realizada en cada clon de células BHK-21 tratadas por 72
hs. con CPT 20 nM, A-D) clones WT, E-H) Clones |8,9-L) clones p19 AS, M-O) clones p21S. Previo al
tratamiento con CPT a cada clon se le agregdé SO4Zn (75uM) para activar el promotor de metalotioneina Las
células fueron fijadas e incubadas por 16 h. con la solucién de tinciébn que posee el sustrato cromogénico X-
GAL. Pasadas las 16 h, las células fueron lavadas con PBS 1X y observadas en el microscopio con un aumento
de 400X. (P) cuantificacion de Sgal+ las barras representan la med@.E. de dos ensayos independientes.
Test de Student: * p < 0,15

senescencia.

Los resultados obtenidos sugieren que biag relacion directa &e la induccién de
pl9 y el establecimiento de la senescerdaalo que modulando los niveles de p19 se

observd una alteracion en el arresto del ciclo y en Ig-&al+, dos marcadores
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fundamentales de senescencia, dandonos asditg la relevancia que posee el aumento

del transcripto y la proteina de p19 observados en este proceso.

6. La induccién de la expresidbn de pl9 esta regulada a nivel
transcripcional
En experimentos anteriores demostramos que en el estado de senescencia, tanto

replicativa como genotoxica, hay un iesrento en los niveles de mRNA de pl9. Si
bien esto puede indicar un aumento eexjaresion del gen, también podria ser producto
del aumento en la estabilidad de dicho mRNA. Con el objeto de analizar con mayor
profundidad este punto, realizamos ensayosrdgléar run on” para determinar la
velocidad de inicio de la transcripci@el gen de pl9. Este ensayo fue realizado en
células tratadas o no con CPT y en MEFs de pasaje bajo y alto.

A partir de estos resultados se confirm@e el numero de iniciaciones de la
transcripcion del gen de p19 aumenta tantsesrescencia genotoxica como replicativa.
Como genes controles, los cuales se sabaguentan su expresion en senescencia, se
utilizaron NF-Y y p21 (Campisi, 2001; Maika and Chen, 2000; Noda et al., 1994).
Para ambos genes se observdé un aumentda eexpresion, tanto en senescencia
genotoxica como replicativa. Por el conimacomo control de genes que diminuyen su
expresion en senescencia se utilizaron ciclina E y E2F1 (Kanazawa et al., 1994). La
expresion de estos genes disminuy6 en artipos de senescencia. La sonda de beta

tubulina fue utilizada como control de carga.

MEFS P6 WI-38 CPT
P3 P6 P3 Control CPT Control

p19 INK4d 4% 2 e B <=

p21 - . 2.2 o . 2,55

E2F1 M s 05 & @ 0,68

NF-YA e - 1.6 o - 1,68

CicinaE Wl #% 04 - & 057
BetaTub. W™ SR 1 o 1

Fig. 17:Nuclear Run Omealizado en células Wi-38 tratadas o no CPT y en MEFs de pasaje bajo (P3)
y alto (P6). El RNAradiomarcado®P-] UTP, fue extraido e hibridizado a una membrana de nylon
gue contenia las sondas de ADN desnaturalizadas de p19, p21, E2F1, NF-YA, Ciclina E y Beta
tubulina. La tasa de inicio de transcripcion fue normalizada a los valores de Beta tubulina en cada
condicion (Control vs CPT y P3 vs P6), los valores se observan a la derecha de cada foto.
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6.1 La actividad del promotor del9 aumenta en respuesta a la
induccion del mecanismo de senescencia
Para confirmar los resultados afittos en los experimentos den on que indican que

el aumento en la expresion de p19, en restpug senescencia gedxita y replicativa,

esta regulado a nivel transcripcional, remtims ensayos de transfecciones transientes
con un vector que posee un fragmento2@80 pb correspondients la region 5’
flanqueante del gen de pl9, dirigiendo kpresion del gen reportero cloranfenicol
acetiltransferasa (p19CAT). En la Fig. 1&& observa que, luego de 24 horas del
tratamiento con CPT en células HEK293, hayaumento en la actividad del promotor
de 19 que se mantuvo hasta por lo menos 7Xtepores al tratamiento. En el caso de
la senescencia fisiologica se observé un auinen la actividad del promotor a partir
del pasaje 5y el mismo se mantuvo hasgmshje 7, el ultimo atizado (Fig. 18B).

Con esta estrategia se pudonfirmar que ambos tipos de senescencia aumentan la

expresion de pl9 actuando directadiiectamente sobre su promotor.
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Fig. 18: Actividad del promotor de p19A) Células HEK 293, fueron transfectadas con el
plasmido p19CAT que contiene 2250 pb. correspondiente a la region 5’ flanqueante del gen de p19
dirigiendo la expresién del gen reportero Cléeaicol Acetiltransferasa fratadas o no con CPT

20 nM por 24, 48,y 72 h. (B) MEFs transfectados con p19 CAT en cada pasaje en cultivo. La
actividad CAT esta relativizada a la expresion del plasifiidalactosidasa utilizado como control

de la eficiencia de tranfeccion. Las barras representan la mediaE. de dos ensayos
independientes realizados por triplicado (A) y cuadriplicado (B) Test de Student: * p < 0,005
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A continuacion nos preguntamos si hay un efeaérgico en la actividad del promotor

de p19 al inducir los dos tipos de senescencia simultaneamente. Indirectamente este
resultado nos permitird inferir si las vias sifializacion involucradas en la activacion

de p19 son las mismas o corresponden a vias diferentes.

Para ello, en cada uno de los pasdes,MEFs fueron transfectados con p19CAT y
tratados con el genotéxico. Por consigteemn los ultimos pasajes (senescencia
replicativa) que fueron tratados con CR3enescencia genotoxica) se observara el
efecto de ambos inductores eratdivacion del promotor de p19.

Como se observa en la fig. 19 el efecto egercsobre la actividad del promotor de p19,
tanto por senescencia reptivza como genotoxica es aditivo. Esto sugeriria que ambos

tipos de senescencia inducen pl19 por medio de vias de sefializacion diferentes.

900 ¥

800 ‘ * ¥
700 | ‘
600

’_|
500
400
30
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100
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P1 P2 P3 P4 P5 P& P7

[1S. Replicativa ll S. Replicativa + §. Genotdxica

Act. CAT
(unidades arbitrarias)

[ I |

Fig. 19:Actividad del promotor de p18JEFs fueron transfectados en cada pasaje con el promotor de
p19 guiando la expresion del gen reportero CAdr&ifenicol Acetiltransfersa (p19CAT) y a su vez

en cada pasaje fueron tratados o no con CPTactieidad CAT esta relatxada a la expresion del
plasmido B-galactosidasa utilizado como control de déiciencia de transfeccién. Las barras
representan la media D.E. de dos ensayos independientes realizados por cuadriplicado. Test de
Student:; ** p < 0,005, * p < 0,05
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6.2 ¢ Esta involucrado el factor E2F en la induccion de p19?
Una vez demostrado que la induccion de p%fa regulada a nivel transcripcional

nuestro siguiente objetivo conisen determinar cuales son los elementos presentes en
el promotor y los factores de trangmidn involucrados efa induccién de p19.

En nuestro laboratorio se demostré que gar@hotor de p19 hay cuatro sitios de union
para el factor de transcrigei E2F (A, B, C, D) de los cues solo dos de ellos (C y D)
estan involucrados en la induccién de p19. Los sitios C y D son necesarios tanto para
su funcion en condiciones normales, relacioreatiaperiodicidad de su expresion en el
ciclo celular, como en el aumento enpw@ssta al tratamiento con distintos agentes
genotoxicos (Carcagno et al., 2011).

En vista de este mecanismo de regulacién ya reportado, nos preguntamos si E2F1
estaria involucrado en la induccion de plespuesta a ambos tipos de senescencia.
Para ello se utiliz6 como herramienta un plasmido p19CAT mutado en los sitios Cy D
(p19CAT CDmut). Estas mutaciones impiderufadn del factor déranscripcion E2F1

al promotor de p19. Tal como se observdaeigura 20 la funcionalidad de estos sitios

es necesaria para el aumento observadospuesta al tratamiento con el estimulo de

senescencia genotoxica tantocétulas BHK-21 como HEK293.
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Fig. 20: A, esquema representativo del promotor de p19 con los cuatro sitios de unién para E2F1 de
los cuales se demostr6 que C y D son funcionales. B y C Células HEK293 y BHK-21
respectivamente, fueromansfectadas transientemente corvéssion WT del promotor de p19
(p19CAT) y la mutada que impide la uniéon deFE2a los sitios C y D presentes en el promotor
(p19CATCDMut). Posteriormente dwon tratadas por 24 h. con CPT y se analiz6 la actividad
CAT. La actividad CAT esta relativizada a la expresion del plasiidalactosidasa utilizado

como control de la eficiencia de tfaocion. Las barras representan la mediaE. de dos ensayos
independientes realizados por triplicado. Test de Student: *** p < 0,005, ** p < 0,025, * p < 0,05
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Para confirmar los resultados descriptos amter@nte, y con el propdsito de analizar si
hay cambios en los niveles enddégenos deNkde pl9 cuando E2F no se puede unir a
su promotor, se utilizé un oligodeoxinucleétidecoyconteniendo en su secuencia el
sitio de unién para E2F. El mismo fue sgectado en células HK293, tratadas o no
con CPT, y por northern &l se analizaron los caiols de expresion de p19.

Se observa que la induccion del mRNA d&® gh las células tratadas con CPT fue
bloqueada por elecoyde E2F, confirmando que la unida este factor de transcripcion
al promotor es necesarjara la inducciéon de pl9 emspuesta a la senescencia

genotoxica (Fig. 21).

CPT - + - +
E2F Decoy - - + +
p19INK4d B . . > Fig. 21: Efecto ejercido por el decoy de

E2F1, Células HEK293 fueron tratadas o no
con CPT y a su vez puestas en presencia o
ausencia del oligonicleotido decoy para

Bl S ’ E2F1. El mRNA fue aislado y por northern
blot se analizé la expresion de p19.

Nuestro siguiente objetivo fue comprobar sisemescencia fisiologa, al igual que en
senescencia genotoxica, el factor de trapsibn E2F1 es determinante para la
induccion de la expresion de pl9. Para skorealizaron transfecciones transientes
utilizando el plasmido p19CAT WT y su vé&ms mutada en los sitios de unién del
factor de transcripcion E2F (p19CAT CDMubas mismas fueron realizadas en MEFs

de pasaje bajo (P2) y pasaje alto (P5).

Como se observa en la figura 22 los sitio§ BB estan involucrados en el aumento de

la actividad del promotor d&l9 en senescencia fisiolégita actividad tanscripcional

del promotor de p19 es inducida tanto si tkza la version salvaje como la que tiene

los dos sitios de union a E2F mutados. Estos resultados indican que la induccion de p19
en senescencia replicativa no depende de E&toincidencia cola hipotesis de que

las vias de sefializacién involucradas en la induccion de pl19 en respuesta a senescencia

genotoxica y replicativa son diferentes.
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Fig. 22:Fucionalidad de sitios E2F1 presentes en el promotor de [EFs de pasaje bajo y alto
fueron transfectados con la versiéon WT del promotor de p19 (p19CAT) y la mutada que impide la
union del factor de transcripcion E2F1 (p19CATCDMut.). La actividad CAT fue medida y
relativizada a la expresion del plasmiglgalactosidasa utilizado como control de la eficiencia de
tranfeccion. Las barras representan la mediaE. de dos ensayos independientes realizados por
triplicado. Test de Student:gr< 0,005

A continuacion sometimos a los MEFs a ambpsgide senescencia. Para ello MEFs de
pasaje 2 y pasaje 5 fueron tratados &Il 20 nM y transfectados con la version
salvaje (p19CAT) o mutada (p19CAT CDMudel promotor de p19. En las células de
pasaje bajo se observd el mismo residt obtenido en células BHK-21 y HEK293
confirmando que, en senescencia genotoxicaduccion de pl9 depende de E2F (Fig.
23). En los MEFs de pasaje alto se obseel efecto aditivo, ema activacion del
promotor de pl9, cuando se inducen ambos tipos de senescencia. Por ultimo, en los
MEFs correspondientes al pasaje 5 y trasacdon CPT se puede notar que, cuando se
compara la actividad transpaional de los promotores salvaje y mutado, solamente baja
la activacion del promotor producida erespuesta al tramiento con CPT,
manteniéndose sin cambios significativos |le gorresponde al aumt® en respuesta a

senescencia fisiolégica (Fig.23).
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Fig. 23: (A) Funcionalidad de los sitios E2F presentes en el promotor de p19 cuando se inducen los dos
tipos de senescencia, las células MEFs de pasaje bajo y alto fueron transfectados con la version WT y
mutada del gen reportero p1l9 CAT y ademas en padaje fueron tratadas con CPT por 24 h. La
actividad CAT fue medida y relativizada a la expresion del plasiftigalactosidasa utilizado como

control de la eficiencia de transfeccion. Las barras representan la mddi&. de dos ensayos
independientes realizados por triplicado. Test de Student: ** p < 0,005, * p < 0,05

6.3 ¢ Cual es la region regulatoria minima necesaria para la induccion de
p19 en senescencia?

Segun los resultados expuestos, la indiuccde pl9 en senescencia por estrés
genotoxico depende del aumento de la aaiittanscripcional dgromotor debido a

la presencia de dos sitios de unién paréaelor E2F1. Sin embargo, en senescencia
fisiologica, pese a que hay un efecto inductor a nivel transcripcional, este es
independiente de los sitios E2F1. Con eletisp de determinar la zona regulatoria
minima necesaria para la induccioén de pl9espuesta a senescencia, se procedio a la
construccion de vectores de expresidm odeleciones seriadas de la region 5
regulatoria del gen de p19.

Las construcciones con deleciones seriafieeson realizadas a partir del vector
pl9CAT que contiene 2250 pb (Htull Length. Se obtuvieron uriotal de cinco

mutantes de delecion las cuales se detallan en la siguiente tabla.

1| p19CATA1500 | 1500 pb
2 | p19CATA1000 | 1000 pb
3|p19CATA750 [750 pb
4
5

p19CATA500 | 500 pb
p19CATA250 | 250 pb

Tabla 1:Mutantes de deleci6nRealizadas a partir del vector de expresiéon pl9CAT el cual
contiene 2400 pb de la regién 5 -regulatdeagen de p19 y rio arriba posee el gen reportero CAT
(p19CAT FL)
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Las distintas mutantes fueron transfectadas en MEFs de pasaje bajo y alto y a su vez en

cada pasaje se trat6 a las células con CPT.

:

p19 CATFL

2250 pb

:

P19 CATA1500
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p19 CATA250
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Fig. 24: A, Esquema representativo de las mutantes de delecién construidas a partir del plasmido
pl9CAT Full Length (utilizado en experimentos anteriores). Como referencia se muestran los
sitios de union para E2F, los cuales nthrgresentes a partir de la mutante p198200. B,

MEFs de pasaje bajo y alto fueron transfectados con cada una de las mutantes de deleciéon y a su
vez fueron tratados con CPT por 24h. La activi@add fue medida y relativizada a la expresion

del plasmidoB-galactosidasa utilizado como control de la eficiencia de tranfeccidn. Las barras
representan la media D.E. de dos ensayos independientes realizados por triplicado. Test de
Student: ***p < 0,005, **p < 0,05, *p< 0,1
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Los resultados obtenidos dos experimentos con MEFsn pasaje bajo, y que se
muestran en la figura 24B, indican queztaa regulatoria minima necesaria para la
induccion de p19 en respuesta a senesgegenotoxica es dragmento de 750 pb
(mutante pl9CAA750). Cuando se utilizaron las mutantes pl948300 vy
p19CATA250 no se observé induccién en respu@sCPT. Dado que los elementos de
union a E2F estan localizados en (-685-§78&35-628), estos resultados confirman
que, en este tipo de senescencia, la inducee ejerce a traveés eunion de E2F1.
Comparando los resultados de actividad trapsional de p19 obtedos en MEFs de
pasaje bajo y alto, en ausencia de CB&,puede observar que el aumento en la
actividad del promotor, que correspondelaa senescencia fisiologica, se reduce
significativamente cuando se utiliza la mutante p196280 (Figura 24B).

Estos resultados nos permiten afirmar cgrre las posicie@s -500 y -250 se
encontrarian elementos imprescindibles paeueiento en la activadl del promotor en
respuesta a senescencia fisiologica.

Por ultimo, si se compara la actividad traimgonal del promotode p19 en MEFs de
pasaje alto tratados o no con CPT, se observa que con la mutante de delecion
p19CATA500 se pierde el efecto inctor de la senescencianggdxica pero no el de la
senescencia replicativa, confirnto los resultadoanteriores.

En resumen, podemos afirmar que para Smreia genotoxica la regidon promotora
minima necesaria para la induccion piE9 corresponde al fragmento de 750 pb y
ademas se necesita la unién del factor @estripcion E2F para observar el aumento en
la actividad del promotor en respuesta a CPT. En senescencia fisiologica la region
promotora minima necesaria correspondeagimento de 500 pb. Entre las posiciones -

500 y -250 habria elementos necesarios paaaraknto en la actividad del promotor.
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7. Vias de transduccion de senalesvolucradas en la induccion de la
expresion de p1l9 en senescencia

7.1 ATM y ATR son necesarias parailaduccion de p19 en senescencia
Actualmente se postula que todas las foroms$nduccién de seseencia requieren la

activacion de la respuesta celular frentelafio al ADN (DDR) (Hemann and Narita,
2007; Wahl and Carr, 2001; Yaswen and Casm2007). Como sda descripto, en
senescencia fisioldgica se produce un aumeetdas especies aetivas de oxigeno
(ROS) y el acortamiento de los telomerosdBar et al., 1998; Hiey et al., 1990; Lou
and Chen, 2006; Parrinello et al., 2003). Bow inductores, como también el uso
directo de genotoxicos como TPrepresentan situaciones de estrés celular que activan
mecanismos relacionados con el dafio al ABNM y ATR, miembros de la familia de
proteinas relacionadas a lssfatidilinositol-3 quinasa (P13-K-like), son las encargadas
de transducir sefales iniciadas por fmeteinas sensoras del dafio, fosforilando en
consecuencia un gran numero detsatos (Niida and Nakanishi, 2008)n punto
central en la coordinacion de las viasdlucradas en la respuesta al dafio al ADN
consiste en la activacion de estas enzimas.

Con el objeto de estudiar la particigatide ATM y ATR en la induccion de pl9 en
respuesta a ambos tipos de senescenciajtiked cafeina como inhibidor de los
miembros de la familia P13-K-like. Actualmente se sabe que la supresion de ATM y
ATR por cafeina, afecta la regulacién deVéss de sefializacion asociadas al dafio al
ADN (Costanzo et al., 2003; Sarkariaat, 1999). A su vez también se utilizdé un
inhibidor especifico de ATM (Ku-55933). Estapide la autofosforilacién de la misma
ya que compite con el ATP por sitio de union (Hickson et al., 2004).

Para el modelo de senescencia genotoxiéhilas WI-38 fueron tratadas con CPT e
incubadas con los inhibidores cafeina y-%i933. De igual manera, para senescencia
fisiolégica, MEFs, de pasaje bajo y afteron incubados con cafeina y Ku-55933. En
ambos casos se analizaron cambios en la expresion de p19 por northern blot.

Como se observa en la figura 25 A, el aurnant el transcripto dgl9 en respuesta al
tratamiento con CPT es inhdlm drasticamente cuando le&ulas fueron incubadas con
cafeina o Ku-55933. A su vez en senescergpdicativa se observd el mismo efecto.
Cuando MEFs (Fig. 25 C) de pasaje alterin incubados en presencia de cafeina o

Ku-55933 se observo un bloqueo de la induccion en los niveles del transcripto de p19.
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Fig. 25: Efecto ejercido por los inhidores cafeina y ku-5593@4) Células Wi-38 fueron incubadas

con CPT, los respectivos inhibidores de ATM (10 uM) y ATR (5mM), o en presencia de CPT y cada
uno de los inhibidores por 24 h. (B) MEFs de pasaje bajo (P3) y alto (P6) fueron inonlinadosn los
inhibidores cafeina y Ku-55933 por 24 h. En ambos casos el mRNA fue aislado y por northern blot se
analiz6 la expresién de p19. (C y D) cuantificad@nA y B respectivamente, las barras representan la
media+ D.E. de dos ensayos independientes

Para profundizar el andlisiacerca de la participati de ATM/ATR, realizamos
experimentos con el gen reportero p19Q4ilizando el inhibidor especifico de ATM,
Ku-55933. Para el modelo de senes@@mgenotoxica céluta BHK-21 y HEK293
fueron transfectadas con el plasmido p19CAT y luego tratadas con CPT e incubadas con
el inhibidor Ku-55933. Para sescencia replicativa seatrsfectaron MEFs de pasaje
bajo y alto con p19CAT y luego inbadas o no con el inhibidor Ku-55933.

Los resultados que se muestran enFig. 26 indican que, tdo en senescencia
genotdxica como replicativé&TM esta involucrada en limduccion de p19. Cuando las
células fueron tratadas con CPT y Ku-5593&tiuccion de la actividad del promotor
de p19 resulto significativamente inhibidae igual manera, cuando MEFs de pasaje
alto fueron tratados con @&ihibidor de ATM se redujo lactivacién del promotor en
respuesta a senescencia replicativa.

A partir de estos experimentos podemosficmar que ATM esta involucrada en la
induccion de pl19 por senescencia genotoxicaiglfigica. Sin embargo, no se descarta
que ambas, ATM y ATR sean, necesarias pafiaduccion de p1l9 en ambos tipos de

senescencia.
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Fig. 26: Efecto del inhibidor de ATM, (A y B) senescencia genotdxica células BHK-21 y HEK293
respectivamente fueron transfecadon el plasmido p19 CAT, tratadas con CPT e incubadas con el
inhibidor Ku-55933 (2,2 nM) por 24h. (C) senescencia fisiologica MEFs de pasaje bajo y alto fueron
transfectados con el plasmido p19CAT e incubados con el inhibidor de ATM. La actividad CAT fue
medida y relativizada a la expresion del plasnfidgalactosidasa utilizado como control de la
eficiencia de tranfeccidn. Las barras representan la medieE. de dos ensayos independientes
realizados por triplicado. Test de Student: (A)*%®,005, * p < 0,01 (B) *p <0,05*p < 0,1, (C)

** p<0,005,*p<0,1

7.2 La induccién de p19 en senescindepende de Chkl y no de Chk2
A continuacién se analizd la participacion de las quinasas Chkl y Ch&2kpoint

kinase$¥ dado que son los blancpencipales de las quinasa3R y ATM y se activan
en respuesta a distintos tipos de fwsu genotéxicos (Bartek and Lukas, 2001;
McGowan, 2002). Chk2 se expresa a lo largloca#o celular (Luka et al., 2001) y se

encuentra inactiva en ausendia dafio al ADN. La misma es activada principalmente
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por ATM en respuesta dbfio de doble cadendolble-strand DNA breaks, DSBg)su
activacion implica dimerizacion y autofosilacion (Lukas et al., 2003). Chkl se
expresa exclusivamente en fases S y Gzidtl celular (Lukas eal., 2001) y, al igual
que Chk2, se activa en respuesta al dafio. €@sKtsforilada principalmente por ATR,
sin embargo, también se vio que puede awivada por ATM (@tei et al., 2003;
Sorensen et al., 2003).

Para evaluar si estas quinasas estan ucvatlas en el aumento de pl9 asociado a
ambos tipos de senescencia, skzaton los inhibdores SB218078 y Chkihhibitor
(Chk2i). SB218078 es un inhibidor potentesglectivo de Chkl ya que impide la
fosforilacion y activacion de &sproteina dado queompite con el ATP por su sitio de
unién (Jackson et al., 2000). Chk2i es un petenhibidor de Chk2 ya que se une al
bolsillo de ATP, impidiendo stosforilacion (Arienti et al., 2005).

En el modelo de senescencia genotdoxadulas WI-38 fueron tratadas con CPT e
incubadas con los inhibidores SB218078 k&, respectivamente. En senescencia
fisiologica, MEFs de pasaje bajo (P3)pwsaje alto (P6) fueron incubadas con los
respectivos inhibidores de Chkl y Chk2. Erbasicasos se analizaron los cambios en
la expresion de p1or northern blot.

En la figura 27 se observa que Chkl est@lucrada en la indicién de p19 ya que, en
ambos modelos de senescencia, ladonoiun de pl9 es bloqueada cuando las células
fueron incubadas en presencia del compuesto SB218078. Sin embargo, no se

observaron cambios cuando las célulasdndratadas con el inhibidor de Chk2.
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Fig. 27:Efecto ejercido por los inhibidores de Chkl y Chid Células WI-38 fueron incubadas o no

con CPT, con cada inhibidor, SB218078 (15nM) o Chk2i (20nM), y en presencia de CPT mas cada
uno de los inhibidores. (B) MEFs de pasaje bajo {R8)o (P6) fueron incubados o no con el inhibidor
SB218078 o Chk2i. Para cada tipo celular y en Isstipos de senescencia el mRNA fue aislado y por
northern blot se analizé la expresidon de p19y(D) cuantificacion deA y B respectivamente. Las
barras representan la medi®.E. de dos ensayos independientes.

7.3 p38, una quinasa diwada por estrés, esta involucrada en la
induccion de p19 en senescencia

Posteriormente se estudio la participacittnp38 en la induccion de pl19 para ambos
tipos de senescencia, y en particular ldigipacion de JNK esenescencia genotoxica.
Tanto p38 como JNK son miembros de la familia de quinasas activadas por estrés
(Stress-Activated Protein Kinase, SAPKas mismas se activan en respuesta a distintos
estimulos estresantes (irradiacion UShock osmatico, shock térmico y estrés
oxidativo) activando, en consecuencia, mecanismos de senescencia 0 apoptosis
(Funayama and Ishikawa, 2007; Kyriakis aaduch, 2001). En relcién a p38, se vio

que su inhibicién retrasa o impide lansscencia replicativa inducida por estrés
oxidativo o por activacion oncogénica (Ishikgv003; lwasa et al., 2003; Wang et al.,
2002).

Para determinar si p38 esta implicadalannduccion de pl19 satilizé el inhibidor
SB203080 para ambos tipos de senescencia. En senescencia genotdxica también se
verifico si el aumento de pl9 esta relaciima la participacion déNK, para ello se

utilizé el inhibidor selectivo SP60125.
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Por un lado células WI-38 fueron tratadas CPT e incubadas con SB203080 (10uM)
y SP60125 (25uM). Por otra lado MEFs desga bajo (P3) y alto (P6) fueron
incubados o no con el inhibidor de38, SB203080 (10uM). Los cambios en la
expresion de pl9 fueron aizados por northern blot.

A partir de estos resultados se confirmé p88 esta involucrada en la induccion de p19
para ambos tipos de senescencia, yarguee observé induccion del mRNA de p19
cuando las células fueron tratadas con ebidor, tanto en preseia de CPT como en

el pasaje alto (Fig. 28). Sin embargo, sgnescencia genotéxica no se observaron
cambios en la expresiéon de p19 cuando lagagfueron incubadas con el inhibidor de
JNK (SP60125).
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Fig. 28: Efecto ejercido por el inhibidor de p38 en ambos tipos de senescéAgidara el
modelos de senescencia genotéxica células Wi-38 fueron tratadas con CPT e incubadas en
presencia del inhibidor de p38 (SB203080 10uM) y ademas con un inhibidor de JNK (SP60125
25uM). (B) Senescencia fisiolégica, MEFs de pmdaajo (P3) y alto (P6) fueron tratadas
Unicamente con el inhibidor de p38 (SB203080 10uM). Para cada tipo celular y en los dos tipos de
senescencia el mMRNA fue aislado y por northern blot se analizé la expresion de p19. (C y D)
cuantificacion de A y B @pectivamente. Las barras representan la medieE. de dos ensayos
independientes.

7.4 p53 esta involucrada en landuccion de pl9 en respuesta a
senescencia genotéxica
Nuestro siguiente objetivo fue estudiar latiggpacion de p53 ela induccién de pl19 en

respuesta a senescencia genatxiEsta proteina juega url ouy importante tanto en
el establecimiento como en el mantenimieté¢! estado de senescin En respuesta a
un estimulo senescente p53 es controladadpsrgrandes vias de sefalizacion (Wahl
and Carr, 2001). Una de ellas esta relacioramala respuesta general al dafio y es
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mediada por ATM/ATR y Chk1/Chk2, las cualeservienen en la estabilizacién post-
traduccional de p53 a través de su fdkdoron (Ben-Porathrad Weinberg, 2005). De
esta manera activa su principal blanco gcaipcional en senescencia, el gen de p21
(Brown et al., 1997). Por otro lado, la mita ARF secuestra a Mdm2 impidiendo que
esta proteina sefalice a p53 pardegradacion (Lowe and Sherr, 2003).

Células BKH-21 fueron transfedas con un oligonucleotiddecoy para p53 en su
version salvaje (WT) y mutado (Mut) ydgo tratadas por 24 h con CPT 20nM. Los
cambios en la expresion de p19 fueroali@ados por northern y western blot.

Segun se puede apreciar en las figura 2Bydaccion de p19, tanto el mMRNA como la
proteina, en las células trasadcon CPT es anulada cuata®células son transfectadas
con eldecoyp53 WT. Por el contramj la transfeccion con @ecoyp53 mutado no
causo ningun efecto. Estos resultados sugieneposible rol de p53 en la induccién de

p1l9 en este tipo de senescencia.
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Fig. 29: (A y B) Northern y western blot respieamente realizado en céds BHK-21 que fueron
transfectadas con un oligonucleotido decoy de p53 en su version WT (100nM) y mutado (100 nM).
Ademas las células fueron tratadas o no con ZPMM. (A) EI mRNA fue aislado y por northern

blot se analiz6 la expresion de9p(B) Se realizé la extraccion de @irtas totales y se analizaron los
cambios a nivel proteico de p19.

En resumen, nuestros resultados sugieyee, el aumento en la expresién de pl9
inducida por senescencia, estaria mediadolgpeia de sefalizacion relacionada a la
respuesta general al dafo, es decivila ATM/ATR - Chkl - p53. Por otro lado,
también se observd que p38 esta involucrada en la induccion de pl9. Se ha reportado
gue esta quinasa induce el arresto irreéglerpor intermedio de pRb. Sin embargo, no

se descarta que actle también por intglimde p53 (Ishikawa, 2003). De este modo,

p38 podria activar a p19 en respuesta a sengacaeitravés de ladas asociadas a p53

0 a pRb.
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8. Union de pl19 a la cromatina en respuesta a senescencia
Actualmente se ha propuesto que laulzlposee al menos dos mecanismos para

asegurar la irreversibilidad del arresto sanescencia. Uno ddlos es la activacion
persistente de la respuesta generatlailo DDR, la cual interviene imponiendo un
checkpoint permanente (d'Adda di Fagadt@(8; d'Adda di Fagagna et al., 2003; Di
Leonardo et al., 1994). El otro mecanismo esta asociado a la heterocromatinizacion
global del ADN y en consecuencia la formacion de SAKE&n¢scence-associated
heterochromatin fogj los cuales corresponden a cromatina altamente compactada
encargada de suprimir la transcripcion de genes asociados a la proliferacion celular
(Funayama and Ishikawa, 2007; Naetaal., 2003; Zhang et al., 2007).

Segun evidencias encontrad&n nuestro laboratoriqpl9 tiene la capacidad de
interaccionar con el ADN sin mucha especifadl de secuencia. Por otro lado, pl19 es
una proteina mayoritariamente citoplasn@tigue, en respuesta al tratamiento con
genotoxicos, transloca al fao (Ceruti et al., 2005) (Mazita M. et al., manuscrito
enviado a publicar). A partir de estossultados, nos preguntamos cual es la
localizacion subcelular y, en consecuenelasitio de accion del19 en respuesta a la
senescencia.

Para ello utilizamos un métodie fraccionamiento subcelulgy mediante western blot,

se analizé la presencia de pl9 en cadadenkas fracciones (citoplasma, nucleoplasma

y cromatina) en células tratadas o no cageelotoxico y en MEFs de pasaje bajo y alto.

La pureza de cada fraccion fue controlad&ravés de la determinacion de GAPDH,
como marcador de citoplasma, e histona®i8l, como marcador de cromatina.

Como se observa en la FRD hay un aumento en la cantidde p19 unida a la fraccién
cromatinica en respuesta a ambos tiposeatescencia. La senescencia inducida por
genotdxicos causa un aumento de la prot@ib® como se observen el extracto
celular total, y un aumento en la fraccion cromatinica con la consecuente disminucion
en las fracciones citoplasmatica y nucleoplasmica.

Del mismo modo, la senesceno#plicativa promueve un aumento de los niveles totales

de p19, lo cual se ve refégjo en el incremento éa fraccidn cromatinica.
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Fig. 30: (A y B) Fraccionamientsubcelular realizado en células (A) HEK293 tratadas o no con CPT
por 24 h. y en (B) MEFs de pasaje bajo y dosterior al fraccionamiemtse analizé por western
blot la expresion de p19 y se determind leeparde cada una de las fracciones. GAPDH se utilizd
como marcador de la fraccién citoplasmica y H&Toomo marcador de feaccidon correspondiente

a la cromatina.

8.1 pl9 interacciona fuertemente ©ola cromatina en respuesta a
senescencia genotoxica
A continuacion realizamos experimentospé@ando técnicas diemunofluorescencia

con dos objetivos. En primer lugar para aonér, a partir de la utilizacion de otro
abordaje experimental, la interaccion de p&8 la cromatina y, en segundo lugar, para
analizar la calidad de esta interaccion. Rdl@ células WI-38 faron tratadas o no con
CPT 20 nM durante 72 horas. Previamentk dijacion del preparado, las mismas
fueron incubadas durante 5 minutos corbuffer que contiene 0,5% de Triton X-100.
El alto contenido de detezgte de este buffer permigxtraer todos los componentes
gue se encuentran en forma solublén aquellos que estan unidos débilmente a

estructuras subcelulares. Si la interacciorpdi® a la cromatina es fuerte deberia de
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resistir la extracciébn con tirgente. En estos experimentos, ademas de analizar la
expresion y localizacion celular de p19, tamksénanalizo la expresion de la proteina
yHP1, la cual, como se dijo anteriormeritgma parte de los SAHF en senescencia.

Como se puede observar en la figura 31 A emBrespuesta alatamiento con CPT se
produce una acumulacion de p19 en el nucleo. A su vez se observaron péogief@s

YHP1 en respuesta a senescencia genotoxica. Cuando las células fueron incubadas con
el buffer que posee alta concentracionrdedn X-100 (Fig. 32 Ay B), se observd que
tantoyHP1 como p19 resisten este tratamidotque nos indica que estan fuertemente
unidas la cromatina. El patn de expresion de pl9 erslaélulas tratadas con CPT

pareceria ser muy similar al geP1.
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Fig 31: Inmunofluorescencia realizada enutad Wi-38 (A) control y (B) tratadas con

CPT por 72 h. Se determiné la expresion de p19, la cual se observa en color rojo, y de
vHP1, en color verde. Los anticuerpos secundarios fluorescentes utilizados fueron Alexa
594 (rojo) y alexa 488 (verde).
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Fig. 32: Inmunofluorescencia realizada posteada extraccion de lgzroteinas solubles, en
células Wi-38 (A) control y (B) tratadas con CPT por 72 h. Se determiné la expresion de pl9,
la cual se observa en color rojo, y ¢idP1, en color verde. Los anticuerpos secundarios
fluorescentes utilizados fueron Alexa 594 (rojo) y Alexa 488 (verde).
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8.2 p19 se une a la heterocromm@a en respuesta a senescencia
En vista de los resultados obtenidos y con el objeto de profundizar en la interaccion de p19

con la cromatina en respuesta a la senescencia genotoxica, analsdaegia union
correspondia a la fraccion de heterocromatina o eucromatina. Para ello se utilizé un
método de fraccionamiento subnuclear que permite separar ambas fracciones. La
separacion correcta de cada fraccion fuefiomada mediante la determinacion @e

HP1, como marcador de heterocromatiny RNA Pol Il como marcador de
eucromatina.

Como se observa en la figura 33, p19 se emica unida mayoritariamente a la fraccion

de heterocromatina en respuesta a sEmesa genotoxica. Como era esperado se
observa un aumento en los e proteicos de pl19 en el edto total en respuesta al

tratamiento con CPT.

ET Heterocromatina Eucromatina

Control CPT  Control CFT Control CPT

p19INK4d
ﬂ‘HP] R e— e—

RNA Pol II - F - -.',

Fig. 33: Fraccionamiento subnuclear realizadeéunlas HEK293 tratadasno CPT 20nM por 24 h.
Mediante western blot se analizé la expresiérnpl9 y la pureza de cada una de las fracciones fue
determinada analizandeHP1 como marcador de la fraccion correspondiente a la heterocromatina y
RNAPol Il como maracador de la fraéniperteneciente a la eucromatina.

En resumen, podemos concluir que pl9, respuesta a un estimulo senescente,
transloca al ndcleo y se une fuertemente a la cromatina. Dado que, en estos casos, pl9
se encuentra enriquecida &n fraccion correspondientg la heterocromatina y que
presenta un patréon de localizacion similatH1, planteamos como hipétesis que esta
proteina podria estar involucrada en acpso de heterocromirdzacion global que

ocurre durante la senescencia.
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9. ¢Hay una correlacion fisiologicaentre la induccion de pl9 y el
envejecimiento?
Una de las principales causas del envejamitoi en los organismos multicelulares, que

poseen tejidos renovables, es la acumélaae células senescentes a medida que
aumenta la edad del organismo y como eounencia hay una péda de la capacidad
regenerativa de estos tejid@Gampisi and d'Adda di gagna, 2007). Se sugiere que
esto ocurre porque la activani de este mecanismo depletaria a los tejidos de células
progenitoras gtem celly afectando la reparacion de los mismos, el recambio y la
regeneracion tisular (Drunond-Barbosa, 2008). Ademas los factores que secretan las
células senescentes afectan procesdales como el cremiento, migracion,
arquitectura tisular, formacion de vasos samgos$ y diferenciacién (Liu and Hornsby,
2007). Por ultimo, la secrecién de citoquinaamatorias por parte de las células
senescentes puede afectar gravemente @laks y tejidos dado que en los procesos
inflamatorios se producen potentes oxidarfiesnceschi et al., 2008; Grivennikov et

al., 2010)

Nuestro siguiente objetivo consistio en defeansi la inducciérde pl19, observada en

el estado senescente, es un evento limitado a lineas celulares y fibroblastos
embrionarios o, por el contrario, una nfasiacion o causa fisioldgica de un estado
senescente y, por ende, del envejecimientarderganismo. Si esto es asi, los niveles

de p19 en los tejidos de un animal deberian ir en aumento en forma paralela a la edad
del mismo.

Para contrastar esta hipsite y comprobar si hay algiipo de correlacion entre la
expresion de p19 y el envejecimiento, seiaaedn los niveles de mRNA y proteina de

pl9 en diversos tejidos de ratones macthesa cepa CF-1 de distintas edades. Se
realizo la diseccion de cada uno de los ratones de las siguientes edades: 1, 6, 12y 18
meses, y se procedio a la extraccionadesiguientes tejidos: testiculo, cerebro, bazo,
timo, pancreas, rifion, pulmon, corazén e higado.

Como se observa en la figura 34, losveles de mRNA de pl9 aumentan
proporcionalmente a la edad del raton eméyoria de los tejidos, exceptuando el timo

y pancreas. También se analizaron loslevele mMRNA tanto de p21 y p16. Se observa
que, tanto en pancreas como en timo, @ganos donde no hay aumento de p1l9, si se
observa incremento de p21 y p16. Por el coatran cerebro y teistulo se observa un
aumento de pl9 y pl6 pero no de p21, lo coakcuerda con la expresion diferencial

que tienen los distintos CKis.
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Fig. 34: (A, B, C, D) Northern Blot realizado en machos de la cepa de ratones (CF-1) de distintas
edades (1 Mes, 6 Meses, 12 Meses, 18 Mesesliagmios cuales se procedid a la extraccion de los
siguientes tejidos: testiculo, cerebro, bazo, timo, pancreas, rifion, pulmén, corazén e higadajoSe extr
el mRNA total de cada d6rgano y por northern blot se analizé la expresion de pl9, pl6 y p2l. (E)
cuantificacion de la expresion deQfealizada a partir de cuatro na¢s de cada edad, los valores de
p19 fueron relativizados al ratén de 1 mes, el éwalconsiderado el 100%. Las barras representan la
media+ D.E. de cuatro ratones diferentes para cada edad.

En concordancia con los resultados obtenjwsnorthern blot, losiveles proteicos de
pl9 aumentan con la edad en la mayoribsléejidos, exceptuao el higado. Segun la
magnitud de la induccién podemos dividiloa érganos en dos grupos. Aquellos en los
gue la expresion de pl9 esta aumentada deados veces (corazon testiculo, bazo y
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cerebro) y otro grupo en los gleeexpresion de pl9 estanaentada pero este aumento
es menor a dos veces (pulmén, rifidén y pancreas).
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Fig. 35: Western blot realizado en machos de la cepa de ratones (CF-1) de distintas edades (1 Mes,
6 Meses, 12 Meses, 18 Meses) a partir de latesuse procedio a la extraccion de los siguientes
tejidos: testiculo, cerebro, bazo, timo, pancreas, rifién, pulmén, corazén e higado. Se extrajeron las
proteinas totales de cada érgano y por westernaig@ia expresion de p1(E) cuantificacion de

la expresion de pl9 realizada a partir de cuatro ratones de cada edad. Los valores de pl19 fueron
relativizados al ratén de 1 mes, el cual fue considerado el 100%. Las barras representantla media
D.E. de cuatro ratonesfdientes para cada edad.
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Graficando los datos segun Ioeles de expresién pl9 eada edad se observa una
tendencia global, independientemente d@de que muestra como el nivel del mRNA

y la proteina p19 aumenta con la edad del organismo.
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Fig. 36: (A) Resultados de northern blot (B) resultados de western blot. Graficos que nlaestran
tendencia de cémo los niveles de expresion de pl9 aumentan en relacién a la edad del
organismo. Los valores de p19 fueron relativizados al raton de 1 mes.
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Resultados

Estos resultados indican que la inducciéml® observada durangt establecimiento
del estado de senescencias®limita solamente a los modelos de cultivos celulares
utilizados, sino que también hay una corréla@ntre el aumento de expresion de p19y

el envejecimiento de un mamifero.
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Discusién

Inducciéon de pl9 en respuesta adlistintos tipos de senescencia:
¢, supresor tumoral encubierto?

El cancer es uno de los mayores desafiogdgben enfrentar los organismos superiores

con tejidos renovables, ya que los mismos al estar compuestos por células en continua
proliferacion corren el riesgo de sufiima transformacién maligna (Hanahan and
Weinberg, 2000).

El peligro que represita el cancer para los orgemos con tejidos renovables fue
mitigado durante la evolucion por el desarrollo de mecanismos supresores de tumores,
de los cuales la senescencia forma parte de ellos causando el arresto irreversible del
ciclo celular y, en consecuaacimpidiendo el crecimientde células tumorales (Braig

and Schmitt, 2006; Sager, 1991). En este ednt la senescencia representaria un
mecanismo beneficioso para los orgamisrdado que los protegeria del cancer.

Por otro lado la senescencia contribuiria eopérdida de la capacidad regenerativa de

los tejidosin vivo de modo que la regeneracion y mgyg#on tisular se van deteriorando

con la edad. En este contexto la senescencia celular es considerada deletérea dado que
esta involucrada en la disminaoide la renovacion y funcion tisular.

En este trabajo demostramos por primeralaeinduccion de la expresion de pl9 en
respuesta al mecanismo senescencia. Estddmostrado en varios tipos celulares tanto
humanas (WI-38, HEK293) como de ratgBHK-21, MEFs). La induccién de p19 fue
observada tanto en senescencia inducidaeptrés genotdxico como en senescencia
fisiol6gica por lo cual el aumento no lgmita a un solo tipo de inductor.

Los niveles aumentados de pl9 se correlacmmdirectamente con la aparicion de los
distintos marcadores de senescencia comarekto irreversible del ciclo celular, el
aumento de la actividaf-galactosidasa, la exprési aumentada de pl6 y p21, la
aparicion de foci de heterocromatina SAHF, entre otros.

Pudimos establecer una asociacion directa entre el estado de senescencia y la
participacion de pl9 dado que, sedxpresando pl9, se observdé un aumento
significativo en uno de los maeres de senescencia, la 88AL+. Por otro lado, al
disminuir los niveles de pl9 se observo unasgiren el arresto deiclo celular en
respuesta al tratamienton el genotoxico.

Si bien la mayoria de los miembros de la familia CKI han sido involucrados en los

mecanismos de senescencia (Alcorta et al., 1996; Noda et al., 1994; Palmero et al.,
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1997; Stein et al., 1999), este el primer reporte que meestra la asociacion directa
entre la activacion de lamsescencia y la induccion de p19.

La proteina p19 no es considerada un sopresnoral (Ortega et al., 2002) dado que
los ratones pl19-/- no desaresil tumores ni desérdenesoliferativos (Zindy et al.,
2000). Sin embargo, los distintos CKI pose@edundancia de funcion (Grana et al.,
1998).

La redundancia de funcién se ve especiabmeeflejada al comparar el fenotipo de
ratonesknockoutpara uno o mas de un CKI. Por ejemph predisposicion al cancer es
mucho mayor cuando falta la expresionwdeios CKI que cuando falta sélo uno de
ellos (Kiyokawa et al., 199@)rtega et al., 2002; Pandoand Serrano, 1999). Dilucidar
los mecanismos de accion de cada CKI (pérente redundante) es uno de los puntos
pendientes de comprension en la reguladiéinciclo celular debio a la compensacion
observada entre los miembros debasmfamilias (Carbone et al., 2007).

En un trabajo recientemente publicado (Mdtssket al., 2011) sanaliz6 la relacién
entre la expresion de pl9la progresion del carcinoma gegocelular (HCC). En este
trabajo observaron que la pita de expresion de p19 esgociada a umal prondstico

de la enfermedad. Se analizaron caracteaisttlinico-patolégicas en 81 casos de los
cuales, 51 correspondian a HCCs y obgervaque no sélo hay una pérdida de
expresion de p19 asociada al HCC, sino tquebién esta disminucion en la expresion
se asocia a HCCs poco diferenciados. B#ssltados sugieren que la expresion de p19
serviria como un marcador asaiaal prondstico de la enfermedad.

Por otro lado se demostré qimhibidores de las HDACh(stone deacetylajelos
cuales estan siendo extensamente estadigor su funcion como potentes agentes
quimioterapéuticos y quimiopreventivosducen la expresion de pl9 y pl5 causando
arresto del ciclo celulafHitomi et al., 2003; Yokota et al., 2004). Yocota y
colaboradores demostraron que utilizan88A o butirato (HDACI) se induce la
expresion de pl9 en ceélulas humanas Jurkat (proveniente de una leucemia linfoide
aguda de células T) que no expresan ¥6kota et al., 2004). Los HDACi aumentan
la actividad del promotor educen la expresion del mMRNA y la proteina de p19, lo que
resulta en la activacion de Rb y en consecia el arresto delab. Estos resultados
cobran gran importancia ya que pl9 y pl5 son genes que por lo general no se
encuentran mutados en canceres humanoss@gel, 1999), por lo que la induccién de
estos genes en respuesta al tratamiento con HDACI les permitiria funcionar en
reemplazo de pl6 en aquellos tumores en losgteproteina se encuentra inactivada.
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De esta manera los miembros de la familia INK4 constituyen blancos moleculares
importantes para la prevencion déhcer (Matsuzaki and Sakai, 2005)

De acuerdo con los resultados expogstse observé que los HDACI inducen
senescencia (Ogryzko et al., 1996), el mecaniporcel cual se activa este proceso es
poco comprendido y un tanto paraddjico dgde los HDACi promueven la relajacién
de la cromatina, lo cual resulta contcdrio porque un mecams por el cual se
plantea la irreversibilidad del proceste senescencia, es consecuencia de la
heterocromatinizacion global del ADN. Sambargo comprender esta paradoja tiene
una gran importancia por sl prometedor que tienen I6#DACI en el tratamiento de
ciertos tipos de tumores.

La relacion directa que observamos entrm¢huccion del mecanismo de senescencia y
el aumento en la expresion de p19, sumadadaiainucion en su expresion asociada al
desarrollo de carcinoma hepatocelular queenizson Morishita y col. y la expresion
aumentada en respuesta al tratamientoimibidores de las HD& en células que no
expresan pl6 (Yokota et al., 2004). Sugiegee pl9 puede ser un candidato a ser un
supresor tumoral. Sin embargo, estandon se encuentrdencubiera” por la

redundancia de funcion que poseen los miembros de su familia.

Induccién de pl9 asociada al esbtdecimiento y mantenimiento de la
senescencia: ¢es un marcador temprano de este estado?

La mayoria de las célulasenescentes presentan notsbtambios en la expresion
génica especialmente en los genes adosiaa la activacion e inhibicion del ciclo
celular (Jackson and Pereira-Smith, 20B6ang et al., 2003). p16INK4a y p21CIP1
tienen una expresion aumentada en senescencia (Braig and Schmitt, 2006; Campisi,
2001) siendo considerados biomarcadoreseste proceso (Campisi and d'Adda di
Fagagna, 2007). Estos CKIs forman partéadevias de sefializ@n gobernadas por los
supresores tumorales p53 y pRb. Ambaaswvile sefalizacion pueden establecer y
mantener el arresto del ciclo en senesigerp2l es inducidaor p53 y junto a pl6
mantienen activada a pRb en su formpofosforilada (Jacks and Pereira-Smith,
2006).

Es importante destacar que pl19 se indujmdeera simultanea a p16 y p21, existiendo
una correspondencia temporal cianinduccion de estos gendssto sugiere que la
induccion de pl9 es un evento que ocurre tempranamente en respuesta a un estimulo

que dispara la senescencia. Por otro ladonleeles de pl9, al igual que los de pl6 y
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p21, se mantienen elevados al menos hast@dah de tratamiento con el genotoxico y

el dltimo pasaje analizado en MEFgjgsiendo la participcion de pl9 en el
mantenimiento y establecimiento de la sseacia. Por otro lado, también observamos
gue los niveles de induccién de p19 se nmgrton elevados hasta al menos seis &lias

los cuales las células fueron mantenidasnedio normal posterior al tratamiento con
CPT 20 nM Todos estos datos sugieren que pl9 participaria en el establecimiento y el

mantenimiento del estado senescente.

Regulacion transcripcional del aumentode p19 y vias de sefializacion
involucradas en su activacion

De acuerdo a los experimentos den on y los obtenidos con genes reporteros,
realizados en ambos tipos de senescemtiaervamos que la induccion de pl9 esta
dada a nivel transcripcional. Con este gngaudimos observar no solo el aumento en la
actividad del promotor sino que ekefo de ambos inductores es aditivo.

Al analizar los factores involucrados e@h aumento de la actividad del promotor
observamos que para senescencia genotdaiceespuesta depende del factor de
transcripcion E2F. Sin embargo, en sm@mcia fisiolégica se observd que E2F no
interviene en la regulaciode pl19. Estos resuttas en conjuntosugieren que la
induccion de p19 en senescencias genotdxicoldgica irian powvias de sefializacion
diferentes.

Profundizando los estudios sobre el pramode pl9 determinamos que entre las
posiciones -500 y -250 se localizan elementos necesarios para el aumento de su
actividad transcripcional en respuesta asémescencia fisiologh. A partir de un
analisisin silico de la region promotora del gen de p19 que comprende las posiciones -
500 y -250 se destaca la presencia de elementos de union para el factor de
transcripcion Spl. Estos elementos poseea similitud, con la secuencia consenso
para Spl, del 89 y 95 %. La presencia deseslementos resulde especial interés
debido a que Spl esta involucrado en smmesa, dado que activa la expresion de pl6,
(Rayess et al., 2011; Wu et al., 2007) y, ademétsva la expresion de p19 en respuesta
al tratamiento con los HDACI, como se m®nd anteriormente (Yokota et al., 2004).
Estas evidencias sugieren que el factor @mdria intervenir en lactivacién de p19 en

respuesta a senescencia fisiologica.
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Por otro lado, al atizar las vias de sefalizacionvblucradas en el aumento de la
expresion de pl9 en respuestseaescencia, pudimos determinar la participacion de la
via relacionada a la respugsfeneral al dafio, es decivia ATM/ATR--Chk1--p53.

En nuestro laboratorio hemos demostrage E2F1 induce la expresion de pl9 en
respuesta a un estimulo genotoxico (Cgmoaet al., 2009). Dado que ATM fosforila y
estabiliza a E2F1, esta podria ser la g@recon la via de sefalizacion mencionada.
También demostramos que p38 esta involuceadia induccidén de p19 en ambos tipos
de senescencia. Distintos trabajos confirman que p38gluinasa activada por estrés)
esta involucrada en senescencia, dado quelsbicion retrasa o impide la activacion
de este mecanismo, en particular, laneseencia inducida poestrés oxidativo
(Ishikawa, 2003; Iwasa et.al2003; Wang et al., 2002). El rol de p38 ha sido
extensamente estudiado y se observé qusemescencia, estaopeina, fosforila y
activa al factor de transcrigizi Ets. Este factor de trangmién se une al promotor de
pl6 e induce su expresion (Rayess et al., 2011). Recientemente se demostré que, en
senescencia, p38 activa atfor de trascripcion Spl.

Una posible hipotesis que ser@ partir de estos resultedes que en senescencia
fisiologica p38 induzca la expresion de pl9ravés de la activacion del factor de
trascripcion Spl. En este trabajo advertimos ambos tipos de senescencia inducen la
expresion de p19 por intermedio de las naismias de sefalizacion. Sin embargo, estas

vias no convergen en la activacidénuttemismo factode transcripcion.

Localizacion subcelular de pl9 enrespuesta a la activacion de la
senescencia
La alteracion de la estructura de la catima es un fendmeno asociado al proceso de

senescencia y, como se dijo anteriormesgesree que dicha alterén esta relacionada
con la irreversibilidadde este estado. La forméni de SAHF contribuye al
silenciamiento de genes con funciones aslasan la progresion deiclo celular, como
por ejemplo genes blanco de E2F (Naritale2003; Zhang, R., Chen, W. & Adams, P.
D, 2007; Funayama, R. & Ishikawa, F., 2007).

La formacion de los SAHF depende de relocalizacién dinamica de muchos
componentes presentes en nucleo. Eg@s HP1 en sus tres isoformas{ y y) esta
distribuida por todo el nucleoplasma etut@s humanas proliferantes. Sin embargo, en
células senescentes la isoforgnas la Unica que se fosforila y esta modificacién post-
traduccional es necesaria pataunion a los SAHF (Adas, 2007; Zhang et al., 2007).
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La via de sefalizacion pl6-Rb es fadlucrada en la formacién de SAHF. pl6
mantiene a Rb en su forma activa daal se une a SUV39H1, una histona
metiltransferasa, y a HP1 promoviendo elrgilamiento (Adams, 2007; Narita et al.,
2003).

En este trabajo demostramos que pl9 ewpmria una relocalizacién subcelular en
respuesta a un estimulo senescente. Ppstdeina transloca al nucleo y se une
fuertemente a la cromatina, en par&, a la fraccioncorrespondieie a la
heterocromatina. Ademas, cuando se redhzéxtraccion de los componentes que se
encuentran en forma soluble, observamoseajypatron de localecion de pl19 es similar
al de yHP1. Si bien estos resultados constituyevidencias indirectas, sugieren un
posible rol de p19 en la modificacién de ldarestura de la cromatina asociada a la

senescencia.

Aumento de la expresion de pl8n ratones de distintas edades

En la dltima parte de leesis hemos obtenido resultadpge correlacionan el aumento

en los niveles de expresion de p19, mRNA gtgina, en la mayoria de los tejidos en
funcidn de la edad de los oaes analizados. El pancreas y el timo son dos de los tejidos
donde no se observo aumento de p19 con la edad. Llamativamente, en estos dos tejidos
hubo un claro aumento de pl16 y p21.

Zindy y colaboradores, al analizar los nivaliesexpresion de p19 en diferentes tejidos

de raton observaron que pl19 se expresa mayantante en el sistema nervioso central

y en testiculo (Zindy et al., 1997; Zindst al., 2000). En este trabajo no sélo
observamos el aumento de p19 en estodo®jisino que el mismo esta directamente
relacionado a la edad del organismo. Poo ¢ado, en estos tejidos se observo el
aumento de pl6 mientras que p21 se man&vaus niveles basales. Este resultado
concuerda con la expresionfatencial que tienen los distintos CKI en los diferentes
tejidos (Zindy et al., 1997).

Hay suficientes evidencias que correlacionaa disminucién de la fertilidad masculina

con la edad (Baird et al., 2005; Desaakt 2010). Para explicar este fenbmeno, en los
ultimos afios se ha puesto la mirada en los mecanismos de senescencia. Se sugiere que
el aumento en las especies reactivasogiggeno (ROS) que ocre con la edad,
contribuiria a la acumulacién de meawcroléculas dafiadas (ADN nuclear, ADN
mitocondrial, lipidos y proteinas) afectandmdiones celulares y tisulares, eventos que
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comunmente estan asociado con la senescgraianvejecimiento. El rol fisiol6gico y
patolégico del aumento de ROS en los aggareproductivos masculinos esta bien
definido. Se observé un aumento signifieatde los mismos, en hombres mayores de
40 afnos (Cocuzza et al., 20@®garwal et al., 2008). En umabajo reciente en el que
usaron ratones transgénicos que test@reexpresado el locus pl6ink4a/Arf/pl15ink4b
observaron el impacto global de dicha sa&xpresion en elneejecimiento. Estos
ratones tenian, dependiendo del tejido, expresion de pl6 aumentada entre 2 a 20
veces. Sorprendentemente el primer fenotipo advertido fue que los ratones machos eran
completamente estériles. Al analizar lostiulos y la producciéon de espermatozoides
observaron un claro impacto negativo deddreexpresion de pl6ink4a/Arf, dado que
tenian testiculos mas pequefios y menor dadtile espermatozoides. Histolégicamente
estaban desprovistos de espermatogonias (células madre que dan origen a los
espermatozoides) y solo presentaban aglule Sértoli (Matheu et al., 2009). Estos
resultados en conjunto, sumados al drastiomento de la expresion de p19 observada
en testiculo en correlacion a la edad d&rrasugieren que puede existir una relacion
causal entre el aumento de pl9, la indicadel mecanismo de senescencia y una
disminucién en la fertilidad magiina asociada al envejecimiento.

También se observé un aumento del trepsz y la proteinade pl9 en cerebro
correlacionado con la edad de los raton@sanalizar el mRNA de pl6 y p2l se
observé solo el incrementte pl6, manteniéndose p21 en sus niveles basales. Se ha
reportado que pl9, junto a p27, esidolucradas en el mamimiento del estado post-
mitotico de las neuronas en el cerebro (Zindy et al., 1999). En animales con deleciones
para pl9 y p27 se observo que las neuronasnaimente diferenciadas re-entraban al
ciclo, se dividian y morian por apoptosisn@ et al., 1999). Utrabajo, recientemente
publicado, demostré que p16 esta involucradéaeatisminucion de la neurogénesis. El
aumento de p16, asociado a edad de losieatcafecta la fun@én de los progenitores
neuronales en la zona subvandlar del cerebro (Molofsket al., 2006). Los ratones
pl6-/- rescataban parcialmente el fenotijiiservado en esta zona del cerebro. Estos
resultados sumados a lladuccién y la funcién de pl9 abwada en cerebro, y que
dicha induccion es directamenpeoporcional a la el del ratén, syieren que esta
proteina podria estar involucrada en escanismos de senescencia que producen una
disminucion en la capacidad regenerativa en el cerebro.

Como se dijo anteriormente, el envejecindesn mamiferos esta directamente asociado
con una capacidad regenerativa reducidatejidos debido principalmente, a la
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induccion de senescencia en las célulaggmitoras. Como consecuencia los tejidos
exhiben una capacidad reducida de r&paracion y una mayoincidencia de

enfermedades degenerativas.

Modelo propuesto

En base a los resultados olitirs se planted el siguienteodelo de activacion de pl19

en respuesta al mecanismo de senescencia.

SENESCENCIA 'SENESCENCIA
GENOTOXICA FISIOLOGICA

EAVAVAVAVAFAV VA

PAVAVAVAVAVAVAFAS
BN
f"‘;—]f-ﬂ-j, mRNAp19
‘p19INK4d < p19INK4d

Fig. 37: Activacion de p19 en respuesta al mecanismo de senesckania a un estimulo
senescente que culmina dafiando el ADN, dékilas estimulan la DDR. Se activan las
quinasas ATM/ATR, fosforilando a su blanco ewmilar Chkl, la cual es necesaria para la
induccion de p19. ATM fosforila y activan lapnesion de E2F y en consecuencia se induce la
expresion de pl9 depedrdte de E2F. Por otro lado p38 mscesaria para la induccion del
MRNA de p19, probablemente actuando por intermedio de un factor no identificado aun, que
induce la expresion de p19 independiente de E2F. Sin embargo este factor también puede estar
activado por la via de respuesta al dafio (ATM/ATR). En respuesta a la induccion del mRNA
los niveles proteicos de p19 aumentan y enemmencia se produce el arresto del ciclo celular

y se activa la formacion de SAHF.
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1. Cultivo de lineas celulares

1.1 Medios de cultivo y células utilizadas

Las lineas celulares utilizadas fuerdi38 y HEK293 (derivadas de fibroblastos
humanos), BHK-21 proveniente riion de hamster (Mesocricetus auratus) y MEFs
(fibroblastos embrionarios de ratén). Lmgsmas fueron cultivada en botellas T-25, T-

75 (TRP) y placas de 10 cm de didmetror@mocapas y mantenidas en medio D-MEM
(GIBCO) conteniendo 10% de suero fdtalvino (SFB), L-glutamina 2 mM, piruvato

de sodio 1 mM, bicarbonato de sodio 1,5 g/l, penicilina 100 U/ml, estreptomicina 100
ug/ml, a 37 °C y en atmosfera de aire 886 de CO2. Las células fueron repicadas por
tripsinizacién con una solucion deipgsina 0,25%, EDTA 0,53 mM (GIBCO) y
resuspendidas en medio fresco. Se determind el niamero y viabilidad como se indica

mas abajo.

1.2 Obtencion de MEFs

Se utiliz6 la cepa de raton CF-1. Hewb de 13,5-14,5 dias de prefiez fueron
sacrificadas por dislocacion cervical. Seligala diseccion en laona abdominal y se
extrajo el Utero conteniendo a los embrgnkos mismos fueron separados de la
placenta y saco embrionario. Posterior a esto, a cada embrion se le extirpo la cabeza y
organos rojos. El resto fue procesado catubi y colocado en 1 ml de tripsina 0,25%
EDTA 0,53 mM e incubado a 37 °C p20 min. Una vez obtenida una suspension
celular homogénea se colocaron 12 ml ddimde cultivo DMEM conteniendo 10% de

SFB, L-glutamina 2 mM, piruvato de sodlomM, bicarbonato de sodio 1,5 g/l, (sin

antibioticos) a 37 °C y dacubaron en atmoésfede aire con 5% de CO2.

1.3 Determinacion del nimerde células y su viabilidad

Para la determinacién del numero de célylasi viabilidad se empleé el método de
exclusiéon del azul tripan. Se colocaronB@e la suspension celular en @0de medio

y 20 ul de la solucién de azul tripan 4@zul tripan 400ng, NaCl 810 mg, BHPO, 60

mg y metil-p-hidroxibenzoato 50 mg a pHi7en PBS). Se colocé una gota de esta
mezcla en una camara de Neubauer y se efettazuento celular (N) al microscopio
Optico en los cuatro cuadrantes de la ad@rentre los 5 y los 10 minutos luego del
agregado del colorante. El nUmero de céltdtades por ml y el porcentaje de viabilidad
se calcularon aplicandodaiguientes férmulas:
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Células/ ml = (N/ 4) x 1.000 x 2 x 10
% de viabilidad =élulas no teiidas 100

células totales

1.4 Generacion de lineas estables para p19INK4d

Las transfecciones se llevaron a calom @l reactivo Lipofectamine 2000 reagent
(Invitrogen) siguiendo las indicacionegel fabricante. Célas BHK21, fueron
plagueadas en pocillos de 3 cm para llegar a 90% de confluencia en el momento de la
transfeccion. Las mismasieron transfectadas con |®) del plasmido de expresion
pPMTCB (vacio), 6 pMTCBp19S 6 pMTCBp19AS que expresan la proteina p19INK4d
salvaje y la secuencia antisentido respectivameio abajo del promotor del gen de la
metalotioneina, inducible con zinc. Ademasvector pMTCB confiere a las células
resistencia al antibidticeneticina (G418). Cuarenta ocho horas luego de la
transfeccion, las células fueron tripsinizadditlidas y sembradas en placas de 10 cm
con medio fresco conteniendo 20§/ml de geneticina (Sigma). La presion de seleccion

se mantuvo durante 2 semanas cambiando eionoada 4 dias. Los clones de células
resistentes fueron aislados y crecidos hasta tener una cantidad de células suficiente para
analizar la expresion (inareento o inhibicion, segun el caso) del gen de p19 mediante

northern blot y western blot, ensancia o en presencia de zinc.

2. Actividad p-galactosidasa asoci@a a senescencia (Sp-Gal)

Las células fueron lavadas dos veces co8 BR y fijadas por 5 min con formaldehido
3% a temperatura ambiente. Luego lavadias veces con PBS e incubadas por 16 h a
37 °C (sin CQ) con la solucién de tinciorSA#-Gal staining solution:lmg de 5-
bromo-4-cloro-indolil p-D-galactosidasa (X-Gal) porml (stock=20 mg de
dimetilformamida por ml)/ acido citrico 40 miKbsfato de sodio, pH=6.0/ ferrocianuro
de potasio 5mM / ferricianuro de potasio 5 mM / NaCl 150mM / Kg@hM (Dimri et

al., 1995).

Pasadas las 16 h, las células fueron lavddasveces con PBS 1X y observadas en el
microscopio invertido IX70 Olympus Fluoview las imagenes adquiridas con una

camara digital Zeiss AxioCam.
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3. Incorporacion de®H-timidina.

Las células se sembraron en fioside 3 cm a razén de 2 x°1€élulas pocillo con

medio completo, suplementado con 10%sdero fetal bovino. Inmediatamente luego

del tratamiento correspondientes kgélulas fueron incubadas com@i/ml H-timidina

(81 Ci/ mmol; Amersham Biosciences) dute 6 horas a 37 °C. Luego las células
fueron lavadas 3 veces con PBS frio, cosechadas y centrifugadas a 3.000 rpm por 5
minutos. Posteriormente fueron lisadas con p0@e TCA 5% por 30 minutos y
centrifugadas a 10.000 rpm por 10 minutos. Hepéue lavado dos veces con agua fria

y resuspendido en 50l de NaOH 1 M durante toda la noche. La radioactividad
incorporada fue cuantificada en un contador de centelleo. La incorporaciti de

timidina al DNA fue estimada como dpmg/ de proteina.

4. Ensayo de cese de proliferacion por recuento de células

Las células fueron plagueadas en cajas de seis pocillos de 3,5 cm de diametro a una
densidad de 10.000 células por pocillo. Postai@sto se realizaron los tratamientos

que se indican en cada expgento. Luego las células fumr fijadas con formaldehido

10% por 15 min. a temperatuaanbiente y tefiidas con el colorante cristal violeta (5
mg/ml en etanol) por 15 min. Este coloratiene la capacidad de penetrar en los
nacleos celulares de manera que puedabkxerse una relaciédirecta, entre el
namero de células viables y la cantidad dstarvioleta fijado. Posterior a la tincion se
realizaron extensos lavados para extraecoédrante residual y se dejaron secar las
placas por 24 h. Luego se solubilizé el catde con acido acético 10% y se cuantificd a

595 nm como medida relativa del numdeocélulas (Quereda et al., 2007).

5. Preparacion de plasmidos

5.1 Obtencion de bacterias competentes

Las bacterias competentes se prepara®gun una variante del método de Cohen
(Cohen et al., 1972), descripta por Samkry Russell (Sambrook et al., 2001).
Brevemente, se inocularon 2 ml de mediolld@iido (extracto de levadura 5 g, peptona
10 g, NaCl 5 g, agua c.s.p 1 litro) con bacteEasherichia coli cepa DH&, y se
incubaron con agitaciéon constante a 37 °Cadig toda la noche. Luego se diluyo el
cultivo a 50 ml con medio LB y se inculd37 °C con agitacion, hasta que alcanzo la

fase exponencial de crecimiento (& 0,35-0,4). Se enfrio aultivo en hielo y se
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centrifug6 a 5.000 x g durante 5 minutos. Hlgiale bacterias fue resuspendido en 10
ml de CaC] 60 mM frio y se mantuvo en hielo durante 30 minutos. Se centrifugo a
5.000 x g y el pellet celular se rependié en una solucion de Ca60 mM, glicerol

15%. Las bacterias competentesbbeuotaron y almacenaron a -70 °C.

5.2 Transformacion de bacterias competentes

Una pequeiia cantidad de DNA plasro@di(50-100 ng) se incub6 con 50-100de
bacterias en hielo durante 45 minutos.ohtinuacion las bacterias fueron sometidas a
un shocktérmico a 42 °C durante 2 minutos, selguile un enfriamiento rapido en bafio
de agua con hielo. Luego se agregé LB hastapletar un volumen de 1 mly se incubo
durante 45 minutos a 37 °C. Las bacteriasesgrifugaron y se sespendieron en 50

de sobrenadante. Se sembraron en pldeaBetri con LB agar 1,5% con ampicilina
(100pug/ml). Se incubaron 16 horas en estufa a 37 °C.

5.3 Preparacion de plasmidos en baja escala (miniprep)

Los plasmidos fueron preparados utilizanelo kit de minipreparacién plasmidica
Wizard Plus (Promega). Las bacterias sfarmadas con el plasmido a aislar fueron
inoculadas en 3 ml de medio LB con aaina (100 ug/ml) e incubadas durante 16
horas a 37 °C en agitacion. Una vez obtenido el pellet bacteriano, se prosiguié con la

extraccion plasmidica segun lastrucciones del fabricante.

5.4 Preparacion de plasmidos en gran escala (maxiprep)

Los plasmidos fueron preparados utitida el kit de maxipreparacion plasmidica
Wizard Plus (Promega). Las bacterias sfarmadas con el plasmido a aislar, fueron
inoculadas en 500 ml de die LB con ampicilina (10@g/ml) e incubadas durante 16
horas. Una vez obtenido ellle¢ bacteriano, se prosigugon la extraccion plasmidica
segun las instrucciones debfa&ante. Se obtuvieron pramciones de concentracion
0,7- 1ug/ml.

5.5 Analisis de las preparaciones plasmidicas

Con el objeto de determinar la calidadcgncentracion de las preparaciones, estas
fueron sembradas con un buffer de sienfiXa(azul de bromofenol 0,25%, glicerol
30%) en un gel de agarosa 0,8-1% en buffeE (Tris- acético 0,4 M, EDTA 1 mM) y

resueltas en una electrofdeesle voltaje constante (5 V/cm). Terminada la corrida
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electroforética, el gel fue sumergido en waducion de bromuro de etidio 0,5 ug/ml y
los plasmidos visualizados con luz U.V.r&élalamente, las preparaciones plasmidicas
fueron cuantificadas espectrofotométricamente:

DOg2so= 1 equivale 5uig/ml de DNA.

DOgs01280> 1,5 indica pureza aceptable (Sambrook et al., 1989).

6. Analisis de RNA por Northern Blot

6.1 Obtencion de RNA total

El RNA total fue obtenido segun el métodescripto previamente (Chomczynski and
Sacchi, 1987), levemente modificado. Partiendo de 2 >células en placas de 6 cm de
diametro, se lavaron 1 vez rcoPBS frio, se agregaron 7001 de solucion
desnaturalizante D (isotiocianato de guamadi# M, citrato de sodio 25 mM pH 7, N-
laurilsarcosina 5 %f}-mercaptoetanol 0,1 M), se homogé&aron con micropipeta y se
trasvasaron a un tubo eppendorf. Todo el tralaj realiz6 sobre hielo. Se agregaron
luego 50ul de acetato de sodio 2 M pH 4.5, 4dQde fenol saturado en agua, @i0de
cloroformo-alcohol isoamilico (49:1). La suspensién fue agitada vigorosamente durante
10 segundos con un vortex y centrifugadaadtg 20 minutos a 10.000 rpm a 4 °C. La
fase superior acuosa, que contiene BlIARse trasvaso a @t tubo y el RNA fue
precipitado agregando un volemde isopropanol y dejaridadurante 1 hora a -20 °C.
Se centrifugd luego a 10.000 rpm durante fhutos a 4 °C, se descartd el
sobrenadante y el pellet fue resuspendid@@hul de etanol 100%. EI RNA se lavo 1
vez con 200 ul etanol 75 % y se resuspendi6 ad @6 agua estériibre de RNasas.

La concentracién del RNA se calcul6di@ndo la absorbarecia 260 nm (1 Ofo= 40

ug de RNA) aceptando como crite de pureza un cociente;@/Azsp mayor que 1,7
(Sambrook et al, 1989).

6.2 Electroforesis de RNA

La separacion electroforétiodel RNA total se realiz6 segun una adaptacion del método
descripto por (McMaster and Carmichael, 1977). Las muestras de RNAudROse
desnaturalizaron a 50 °C durante 60 minutos en una mezcla conteniendo glioxal 1,2 M,
dimetilsulféxido (DMSO) 7,5 M, fosfato de sadilO mM pH 7. Luego, las muestras fueron
tratadas con el buffer de siembra (glicerol 50 %, fosfato de sodio 10 mM pH 7, azul de

bromofenol 0,25 % y xilene cianol FF 0,25 Yosembradas en gel de agarosa 1 % en buffer
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fosfato 10 mM. La corrida electroforética se llevd a cabo durante 2-3 horas a 100 mV en buffer
fosfato de sodio 10 mM pH 7.

6.3 Transferencia de RNA a membrana

Una vez finalizada la electroforesis, el fige sometido a transferencia pasiva a una
membrana de nylon (Hybond-N+ Amershasegun lo descripto por Sambrook y col
(1989). Dicha membrana fue humedecidav@amente durante 45 minutos en SSC 20X
(NaCl 3 M, citrato de sodi@,3 M pH 7). La transferencise realiz6 por capilaridad
ascendente en una solucién de SSC 20X deirbh horas. Luego la membrana se seco
entre papeles Whatman 3 MM durante 30 miswtdemperatura ambiente y se coloco

en estufa a 80 °C durante 1 hora paraediRNA se fije irreversiblemente al nylon.

6.4 Marcacion de sondas

Con la finalidad de dectar los mRNA de p1¥“d b-tubulina, p18%*°, p1eNk4a
p18VK4 p21°PL p27Pt y E2F-1 se utilizaron oligodeoxinucleétidos complementarios
al mRNA o pladsmidos conteniendo el cDNA de dichos genes. Los
oligodeoxinucledtidos fueron marcados waditivamente en su extremo 5' con la
enzima T4 polinucledtido quinasa. Se fepla mezcla de reaccion conteniendo 5
pmoles de oligonucleétido, buffer de reacci@novisto con la enzima), 5 U de T4
polinucledtido quinasa (Invitrogen), 400i de [-32P] ATP (6.000 Ci/mmol), en un
volumen total de 3@l. Esta preparaciése incubé 1 hora a 37 °Ca sonda marcada
fue purificada, para eliminar el nucleddi radioactivo no incorporado, mediante dos
precipitaciones sucesivas con 1/10 delvao¢n de acetato de amonio 7,5 M pH 5,5y 2
volumenes de etanol absoluto durademinutos a -20 °C. Se centrifugé a 10.000 rpm
durante 20 minutos. El precipitado fue ldwacon etanol 70% y resuspendido en 100
de buffer TE (Tris-HCI 10 mM y EDTA 1 mM)Jna alicuota de la sonda se coloco en
un vial con liquido centellanta base de tolueno y se cdna radioactividad en un
contador de centelleo liquido. Las sondas @wseaha actividad especifica aproximada
de 4-6 x 18 cpm/fmol.

Los plasmidos conteniendo los diferent€®NAS, fueron linealizados por digestion con
una enzima de restriccionpeifica y se marcaron radioactivamente de forma similar a
los oligonucleétidos. Posteriormente foler purificados de manera similar a los
oligonucledtidos y antes de ser agregaaldas membranas fueron calentados a 95° C

por 5 minutos para desnaturalizarlos. Unaualia de la sonda smlocd en un vial con
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liquido centellante a base de tolueno y set@da radioactividad en un contador de
centelleo liquido. Las sondas abitenidas poseian una actatlespecifica aproximada
de 5-7 x 16 cpm/fmol.

6.5 Hibridizacion

Las membranas de nylon conteniendo el RNA fijado por calor fueron prehibridizadas en
una solucién bloqueante. La prehibz@cion se llevd a cabo en una solucion
conteniendo SSC 6X, SDS 0,1 %, Denha&2X (polivinilpirrolidona 0,04%, Ficoll
0,04%, seroalbumina bovina 0,04%) y DNA de esperma de salmami@0Ddurante 2

horas a 68 °C en horno de hilizacion con rotacion. Postermente, las sondas fueron
agregadas a la solucion y la hibridizatse 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, en elxcgae la sonda fuera un oligonucleotido.

Cuando la sonda era de naturaleza pldisaj las membranasdton sometidas a dos
lavados a temperatura amabte con SSC 2X y SDS 0,1 % durante 15 minutos y dos
lavados a 68 °C con SSC 0,2X y SDS 0,1 % durante 15 minutos.

6.6 Autorradiografia y cuantificacion

Las membranas lavadas se secaron grgpel Whatmman 3MM por 30 minutos, se
envolvieron con nylon impermeable y sxpusieron en un casette con pantalla
radiogréafica intensificadora (FUJIFILM) a temperatura ambiente entre 24 y 72 horas.
Luego de escanear las pantallas en un zador de imagenes Bio-Imaging Analyzer
Fujifilm BAS-1800ll, las imagenes resultantescuantificaron con el programa ImageJ.
Los resultados de los ensayos de Nortlibon fueron normalizados con los valores de

los niveles de mRNA dg-tubulina detectados en paralelo.

7 Andlisis de proteinas por Western Blot

7.1 Preparacion del lisado celular total
Aproximadamente 2- 3 X #@élulas, se lavaron una vean PBS frio, se cosecharon 'y
se pasaron a un eppendorf doml de PBS, se centrifugan a 5000 rpm descartandose

el sobrenadante. El lisado celultotal fue preparado con 104 de buffer de
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precipitacion de complejos inmunes RIEE® mM Tris-HCI pH 7,5, 150 mM NaCl, 1%
Nonidet P-40, 0,5% deoxicolato de sodiyl% SDS) contenmgo inhibidores de
proteasas frescos (1Q@/ml PMSF, 60ug/ml aprotinina y 1 mM ortovanadato de
sodio). Luego de homogeneizar las célulaseidip, se dejaron ehielo 30 minutos. El
lisado fue centrifugado a 10.000 rpm por 10 nosytara remover lagstos celulares y
se guardd una alicuota del sobrenadanta paantificar proteias por el método de
acido bicinconinico.

En algunos casos, luego de la obtencion mlet celular, este fue directamente
resuspendido en buffer de siembra 1X (Tris-HCI 50 mM pH[Br8ercaptoetanol 100
mM, SDS 2%, azul de bromofenol 0,1%,cgliol 10%). Previo a la siembra las
muestras fueron sonicadas por 15 segundos a 40% de amplitud.

7.2 Electroforesis en gel de poliacrilamida

En todos los casos las muestras fueronizagds en un gel de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes (Laemmli, 19T4)lizamos el sistema vertical de Bio-
Rad. El gel separador (inferior) se prepar@2% (1,5 ml de agua dlada estéril, 1,6
ml de solucién de acrilamida/bisacrilamida al 30%, 0,8 ml de Tris 1,5 M pH 8,8, 40
de SDS 10%, 4@l de persulfato de amonio 10% y 2;6de TEMED). En algunos
casos el porcentaje de poliacrilamida métio fue del 15%. En ambos casos el gel
concentrador (superior) se preparé al 204 ml de agua destilada estéril, 0,51 ml de
solucion de acrilamida/ bisacrilamida3%, 0,37 ml de Tris 1 M pH 6,8, 30de SDS
10%, 30ul de persulfato de amonio 10% yuB de TEMED). Las muestras, con el
buffer de siembra, se hirvieron duraBteninutos. En un pocillo se sembraropl=el
marcador de peso molecular (Fullfige Rainbow Molecular Weight Marker,
Amersham Life Science). Luego se realizéelactroforesis, a 10V, en buffer Tris-
Glicina-SDS 1X hasta que atul de bromofenol alcansb final del gel separador

7.3 Transferencia a membrana

Una vez concluida la separacion electroforética, las proteinas fueron transferidas a un
soporte solido, en este caso una membramataeelulosa (Burnedt 1981). Una de las

caras del gel fue apoyada sobre un rfragto de membrana de nitrocelulosa
(RPN303D Hybond - ECL 0,45 um GE Healthgadel mismo tamafo y ambos fueron
colocados entre papeles Whatman 3MMevmmente humedecidos en buffer de
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transferencia 1X y estos a su vez colocagluse dos esponjas de poro grande y dentro

de un soporte plastico. Toda la construccidm $umergida en la cuba electroforética,

con buffer de transferencia 1X y con la meama de nitrocelulosa del lado anddico. La

transferencia se llevo almaa 200 mA, durante 60 minutos.

. Buffer Tris-Glicina-SDS 1XTris base 25 mM, glicina 250 mM pH 8,3, SDS
0,1%.

o Buffer de Transferencia 1Xris-glicina 1X, SDS 0,01%, metanol 20%.

o Buffer de Siembraflris-HCI 50mM pH 6,8 3-mercaptoetanol 100 mM, SDS 2%,
azul de bromofend,1%, glicerol 10%.

7.4 Deteccioén de proteinas

Luego de la transferencia, la membrananti®celulosa fue sumergida en una solucién

de bloqueo (leche descremada en polvo 5% B8 1X) y se dejé en agitacion O.N. a

4 °C para reducir los sitios potenciales de union de proteinas irrelevantes. Luego se
incubd la membrana con el anticuerpo primaliluido en TBS 1X durante 3 horas a
temperatura ambiente con agitacion sudeemembrana se lavo 3 veces con TBS 1X
Tween-20 0,05% durante 5 minutos. Luegoirsmibé con el anticuerpo secundario
correspondiente conjugado con la enzimesoxidasa de rabanito (HRP) diluido en
solucion de bloqueo durante 90 minutosrageratura ambiente. La membrana se lavd

3 veces nuevamente con TBS 1X Tween-20 0,05% durante 5 minutos y una vez con
TBS 1X, también durante 5 minutos. Para viaaalias proteinas de interés se utilizo el

kit de deteccion ECL (Amersham Pharnaa@iotech), basado en la produccién de
quimioluminiscencia como consecuencia ddlilgestion de un sustrato de la enzima
HRP. La sefal fue detectada en un analizador de imagenes Bio-Imaging Analyser
Fujifilm LAS-1000.

Anticuerpos primarios utilizados:

- Anticuerpo anti-p19INK4d humana dedn, P0999-55A, USBiological. Mouse anti-

pl9 (de raton monoclonal) 37-8700 Hmegen. pl9 (MA-167) (hecho en conejo
policlonal) sc-1063 santa cruz.

- Anticuerpo anti-V5, monoclonale raton. R960-25, Invitrogen.

-Anticuerpo anti- HP1 Gamma, (monookl en ratén). MAB3450 CHEMICON
INTERNATIONAL.

-Anticuerpo anti Hp1 alfa, (montmnal en ratén). ab14298 ABCAM
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-Anti RNAPol 2 clon CTD4H8 (monoohal en raton). 0623 Millipore.
-Anti H3 acetilada (policlonaén conejo). 06-599 Upstate.
-Anticuerpo anti- Actina (monoehal ratén). Sc-47778 Santa Cruz.
- Anticuerpo anti-GAPDH, monoclondk ratén. AB8245 clon 6¢5, ABCAM.
-Anticuerpo anti-histona H3, policlonale conejo. C-16 s8654-R, Santa Cruz
Biotechnology.
e Anticuerpos secundarios utilizados:
- Goat anti-mouse conjugado con HRP, sc-2005 (Santa Cruz).

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

8. Estudio de la tasa de iniciaciébnde la transcripcion. Ensayo de

“Nuclear Run orf

Para cada tratamiento se sembraron 56 g&lulas en placas de 10 cm a razén de 8 x
10° células/ placa. Al dia siguiente miedio de cultivo fue reemplazado por medio
fresco en MEFs de pasaje bajo y alto o conteniendo o no CPT 20 nM por 24 h en células
WI-38.

8.1 Aislamiento de nucleos

Luego del tratamiento se destd el medio de cultivo, $acélulas fueron lavadas dos
veces con PBS frio y cosechadas en tdsos eppendorf (dos tubos por cada
tratamiento) con 1 ml de FBfrio. Luego se centrifugan durante 5 minutos a 1.500
rpom y fueron resuspendidos, ambos pelletslaeda, en un tubo con 1 ml de buffer de
lisis (10 mM Tris-HCI pH 8,4, 1,5 mM Mggl 0,14 M NaCl). Se agregaronpd de
Nonidet P40 5% y se dej6 reposar 10 mingtosielo. La ruptura ¢elar fue verificada
por observacion de una alicuaBmicroscopio con azulipdn. Se continué agregando
alicuotas de 21 de Nonidet P40 hasta que la et fue mayor al 80%. Luego se
centrifugaron las muestrasla300 rpm por un minuto para recuperar los nucleos y se
descart6 el sobrenadante. Se realizaronla@sdos con 1 ml de buffer de lavado frio
(Tris-HCI 20 mM pH 8.0, M KCI 140m, Mg&I10 mM, MnC} 1mM, glicerol 20% -

mercaptoetanol 14 mM).
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8.2 Radiomarcacion del RNA nuclear

El sobrenadante del lavafiee descartado y los nuclefgeron resuspendidos en pD

de buffer de marcado (es el buffer de |l=® el agregado de 1 mM ATP, GTP y CTP,
10 mM fosfocreatina, 10Qg/ml fosfocreatina quinasa, 0,3 [a-*?P] UTP (New
England Nuclear, cat. BLU507H). La mezdireaccion fue incubada por 20 minutos a
30 °C con agitacion y luego centrifugada 800 durante 5 minutos, descartandose el

sobrenadante.

8.3 Obtencion del RNA

Los nucleos fueron resuspendidos en (5@ HSB frio (10 mM Tris- HCI pH 7,4, 50
mM MgCl,, 2 mM CaC}, 0,5 M NaCl) y se agregaronp8 de solucion de DNAsa (2
mg de DNAsa en 1 ml de 0,0025 N HCI, 50%eeyol). Se pipeted varias veces para
reducir la viscosidad y se agregaron 300de buffer de detencion (50 mM Tris- HCI
pH 7,5 20 mM EDTA pH 8,0, 0,8 SDS). Se afadi6 proteinasa K (solucién 20 mg/ml
en Tris-HCI 50 mM pH 8.0, 1,5 mM acetato aicio) a una concentracion final de 100
ug/ml y se incubd por 30 minutos a 42 °C. Luego se incorporaropl4efenol/agua,
incubandose 15 minutos a 65 °C vortexeandose cada 5 minutos. Luego se agregaron
450 ul de cloroformo/alcohol isoamilico @ISAM), se mezclé con vortex y las
muestras fueron centrifugadas a 2.000 x gopminutos, descartandose la fase organica.
La extraccion se repiti6 con 450 de CHISAM. Posterior da centrifugacion se
transfirio la fase acuosa a un nuevo tubo eppendorf. Se adicionaubdetbiCl 5 My

2,5 volumenes de etanol absoluto y luesgo mezclé por inversién. Se realiz6 una
centrifugacion por 10 minutos a 12.000 x g y suspendio el pellet en 0,4 ml de agua
destilada. Luego se realiz6 una segunda precipitacion caon 48 LiCI 5 My 2,5
volumenes de etanol. El pellet de RNA fue resuspendido emlld¥ agua y con una
alicuota de 21l se midi6 la actividad de la prag@cion en un contador de centelleo

liquido.

8.4 Preparacion de sondas de cDNAs

Para cada tratamiento selimiron 10 pmoles de los plagos linealizados conteniendo

los cDNA de los genes a estudiar para ser utilizados como sondas frias o 10 pmoles de
oligonucledtidos que conteniend secuencia complementaria al MRNA de los genes

analizados. Los plasmidos fueron linealizados y luego purificados mediante
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precipitacion con dos volumenes de etapaln décimo del volumen de acetato de
amonio 3 M. Cada sonda fue resuspendida ep 8@ solucion desnatalizante (NaCl

2 M, NaOH 0,1 M), hervida por giinutos y se les agregaron 180de SSC 6X. Las
muestras de cDNA fueron sembradas wem membrana de Nylon (Hybond +),
previamente humedecida en SSC 6X por 1@uhois, utilizando un dispositivo slot blot.
La membrana fue lavada con 200de SSC 6X, secada y cocinada durante 1 hora a 80
°C.

8.5 Hibridizacion

La membrana conteniendo las sondagmdés fue incubada en solucién de
prehibridizacion (6X SSC, 5Xenhardt’s, 0,5% w/v SDS, [lg/ml PolyA, 100ug/ml

DNA esperma de salmén) durante 6 homa68 °C. Agregamos la muestra de RNA
marcado cond-*P] UTP e incubamos las membranas 72 horas o més. Luego la
membrana fue sometida a dos lavados a ¢eatpra ambiente con SSC 2X y SDS 0,1%
durante 15 minutos y dos lavados a 68cth SSC 0,2X y SDS 0,1% durante 15
minutos y se expuso en un casette con gamdiografica interiicadora (FUJIFILM)

a temperatura ambiente 72 horas. Luego deneascdas pantallas am analizador de
imagenes Bio-Imaging Analyzer FujifilnBAS-1800Il, las imagenes resultantes se

cuantificaron con el programa ImageJ.

9. Determinacion de la actividadtranscripcional del promotor de
p19INK4d

9.1 Transfeccién de células en cultivo

El dia previo a la transfeccion las células dmetripsinizadas y plaqueadas en cajas de
seis pocillos de 3,5 cm de diametro a una densidad de 5célitas por pocillo en 2,5

ml de medio. Al dia siguiente y cuatro homastes de la trarstcién, el medio fue
reemplazado por uno fresco. EI DNA plasmidige introducido a las células mediante

el método de transfeccién transitoria d@olyethylenimine (PEI)Por cada pocillo a
transfectar se preparé un tubo contedeé 200 ul de medio (sin suero y con
antibioticos) y 15 ul de PEI. A cada tuboaggegd el ADN plasmidico y se mezclé por
agitacion durante 10 segundos. Se dej6é redasaezcla por 10 minutos a temperatura
ambiente para permitir la formacion del precipitado y luego a cada pocillo se agregaron

200 ul de la correspondiente preparacion de DN8s dejo recupera las células en
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medio completo por 16 horas a 37 °C. d&bo de este periodo, las células fueron
lavadas con PBS y cultivadas con 2,5 mlmedio completo. En este momento se
agregaron las drogas correspondientedopgandose la incubebn por 24 h o mas
dependiendo del experimento. La cantidadl filsaDNA fue ajustada en todos los casos
a 8 ug por pocillo, la que fue completadan cantidad necesaria de DNA “carrier”

(DNA gendmico de higado de rata).

9.2 Preparacion de extractos celulares

Las células fueron lavadas 3 veces con 2enPBS frio. Luego se agregaron 1,5 ml de
TEN frio (Tris 20 mM pH 8, NaCl 100nM y EDTA 1 mM) para favorecer el
despegado de las células. La monocapdarelue cosechada d@nbos eppendorf. Las
células fueron centrifugadas a 1.000 x g durante 15 minutos a 4 °C. El sobrenadante fue
eliminado por aspiracion y @kellet celular reuspendido en 20@ de buffer Tris 250
mM pH 7,5 conteniendo glicerol 15%. s aélulas fueron lisadas sometiéndolas a 3
ciclos consecutivos de 5 minutos cada wwe congelamiento/descongelamiento en
nitrégeno liquido y bafio de agua a 37 ?E€spectivamente, agitando vigorosamente
cada vez. Finalmente, los tubos se cargafon a 1.000 x g durante 10 minutos a 4 °C
para eliminar el debris celular. El sobreaaitt asi obtenido sewuitlio en dos alicuotas
para la posterior determinaciéon de actividad [galactosidasa y actividad de
cloranfenicol acetil transferasa (CAT).

9.3 Determinacién de la actividad giegalactosidasa

La actividad de la enzimg-galactosidasa se detdmd mediante un ensayo
colorimétrico donde se cuantificoO el sustratomogénico liberadpor hidrolisis. La
reaccion se llevo a calen una mezcla conteniendo plOdel extracto, 1 ml de buffer
PM2 (NgHPO, 60 mM, NaHPO, 40 mM, KCI 10 mM y MgS® 1 mM), 1 mg del
sustrato ortonitroferfigalactopiranosido (ONPG) y 0, de B-mercaptoetanol. La
reaccion se desarrollé a 37 °C hasta lariapn de color amarillo, aproximadamente
luego de 3-4 horas. Se registré el tienggoreaccion y se midié la absorbancia a 420
nm. La actividad especifica de la enzifagalactosidasa fue calculada segun: (A420nm
muestra - A420nm control) x hora.
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9.4 Determinacion de la actividad d&oranfenicol acetil transferasa

La actividad de la enzim@AT fue determinada segun el método descripto por Seed y
Sheen (1988). El extracto celular fue pasvente calentado a 65 °C durante 5 minutos,
con el proposito de inactivar las acetilaggglogenas. Se enfri6 inmediatamente en
hielo durante 5 minutos y sentrifugd 15 minutos a 1.500 xag4 °C para eliminar las
proteinas desnaturalizadas. La actividad CAT fue realizada gindg0sobrenadante en
una mezcla de reaccion conteniendo TriSFHHO0 mM pH 8, butiril-CoA 0,25 mg/ml y

200 nCi de cloranfenicdH (60 Ci /mmol, 0,01 mCi/ml) e incubando 120 minutos a 37
°C. La reaccion fue detenidaor el agregado de 2Qd de xileno. Luego de agitar
vigorosamente, los incubados fueron déigados a 10.000 x g durante 15 minutos. Se
separ6 la fase organica, la que fue dsaaea una extraccion reversa mediante el
agregado de 20@ de agua. Luego de agitar y centrifugar bajo las mismas condiciones,
150 ul de la fase organica resultantmnteniendo los derivados butirilados de
cloranfenicol®H, fue colocada en viales con liquidentellante a base de tolueno (PPO
0,4%, dimetil POPOP 0,05% en tolueno) midiéndose la radioactividad en un contador
de centelleo liquido. La actividad especifittaCAT se determinéomo (dpm muestra -
dpm control pBLCAT6)il x minuto. Las unidades CAT fueron normalizadas con las
unidades3-gal, para ajustar los resultados de adoeon la eficiencia de transfeccion

en cada caso.

10. Andlisis del ciclo celulamediante citometria de flujo

Aproximadamente 1 x focélulas fueron cosechadasnc500 ul de tripsina 0,25%,
EDTA 0,53 mM (GIBCO), completandose a wwlumen de 10 ml con PBS. Luego, se
centrifugaron a 1.000 rpm durante 5 minutos. Hepeelular se resugmdio en 1 ml de
etanol 70% el cual fue agregado por goteentnas la suspension celular era agitada en
vortex. Esta suspension fue dejada toda ld@@c4 °C para completar su fijacion. Las
células fijadas se lavaron 2 veceon PBS y se les agregaronml5de RNAsa A 10
mg/ml en PBS y 7,5 ul de ioduro de propi8iang/ml en 500 ul d®BS. El contenido
de DNA celular fue analizado en un aitétro de flujo FACScan (Becton Dickinson
Immunocytometry Systems, San Jose, CAAWUS os datos fueron analizados con el
programa WinMDI 2.8.
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11. Inmunocitoquimica

Las células fueron sembradasbee un cubreobjetade vidrio a 40% de confluencia y
dejadas en reposo 24 horas para permitindaerencia al mismo. En los tiempos
indicados en cada experimento las células fueron lavadas con PBS vy fijadas con
paraformaldehido 4% en PBS durante 30 minutos a temperatura ambiente. Luego de
lavar dos veces con PBS las célulasdogoermeabilizadas con 0,1% Triton X-100 en

PBS por 5 minutos, lavadas e incubadasg@bminutos con 2% seroalbumina bovina
(BSA). Luego las células fueron lavadas wea e incubadas con anticuerpo primario
durante 1 hora a temperatura ambiente. Las células fueron lavadas tres veces con PBS
antes de incubarlas durante 1 hora ananticuerpo secundario fluorescente a
temperatura ambiente y en oscuridad. Luego de lavar tres veces con PBS, los ndcleos
fueron tefidos con 4,6 diamidino-2-phenylireldDAPI) (2 pg/ul final) durante 10
minutos a temperatura ambiente en oscdrigldinalmente las células fueron montadas

con Mowiol 4-88 (Calbiochem).

Para eliminar las proteinas que se encuergodubles previo a la fijacion, las células
fueron tratadas con el buffer CSK: Glal00mM, sacarosa 300 mM, PIPES 10 mM,
MgCl, 3 mM, conteniendo Tritdbn X-100 0,5%, poinco minutos y después lavadas

tres veces con PBS 1X pakiminar todo lo soluble.

Los preparados fueron observados aam microscopio invertido 1X70 Olympus
Fluoview y las imagenes adquiridasnauna camara digital Zeiss AxioCam.

Anticuerpos Primarios empleados:
- p19 (MA-167) (hecho en congpmliclonal) sc-1063 santa cruz.
-Anticuerpo anti- HP1 Gamma, (mononhkl en ratén). MAB3450 CHEMICON
INTERNATIONAL.
e Anticuerpos secundarios:
-Alexa Fluor 488 Goat anti-Mouse. A11001 Invitrogen.
-Alexa Fluor 594 Goat anti-Mouse. A11032 Invitrogen

12. Fraccionamiento subcelular y aislamiento de la cromatina

Para aislar la cromatina las células fueron resuspendidas’ @Bttas/ml) en 500 ul de
buffer A (HEPES 10 mM (pH 7,9), KCI 10 mM, MgCL,5 mM, sacarosa 0,34 M,
glicerol 10%, DTT 1 mM, cocktail danhibidores de proteasas 200X (539134
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Calbiochem), phenylmethylsulfonyl fluoedd,1 mM) Triton X-100 (0,1%) e incubadas

en hielo por 5 min. Los nudcleos fueron colectados en el primer pellet (P1) por
centrifugacion a baja velocidad (4 mmi1.300xg, 4 °C). El sobrenadante (S1),
correspondiente a la fraccion citoplasmatica, fue centrifugado a alta velocidad para
eliminar el debris celular y agregadasolubles (15 min, 20.000xg, 4 °C). Los nucleos
fueron lavados una vez con buffer A ydoelisados con 200 ul de buffer B (EDTA 3
mM, EGTA 0.2 mM, DTT 1 mM, e inhibidorede proteasas) por 30 min en hielo. El
lisado nuclear se centrifugd 4 min a 1.700kgC obteniéndose un sobrenadante (S3)
el cual constituye l&accion nucleoplasmica.

El pellet (P3) fue lavado una vez con butkey centrifugado nuevamente en las mismas
condiciones. Este pellet que constituyefdaccién cromatinica fue resuspendido en
buffer de siembra 1X (Tris-HCI 50 mM pH 6/8mercaptoetanol 100 mM, SDS 2%,
azul de bromofenol 0,1%, glicerol %) y sonicado por 15 segundos a 25% de
amplitud.

Por western blot se analizo la expresiompil® y se confirmd laureza de cada fraccion
utilizando gliceraldehido-3-fosfato deslodenasa (GAPDH) como marcador de

citoplasma e histona H3 total como wador de la fraccidbn correspondiente a la

cromatina.
Extraccion de cromatina
Lisis celular con detergente no idnico
5 min hiala
spin 4 min. 1300g 4°C
51 P1 (nicleos)
spin 15 min alta vel Resuspender en buffer no salino
30 min hiala
S92 P2 spin 4 min 1700g 4°C
Proteinas solubles debris celulares
agregados insolubles
Proteinas solubles {fraccion rica en
del nucleoplasma cromatina)

Fig. 1: Gréfico representativo que muestaquematicamente como fue realizado el
fraccionamiento subcelular y como sbtuvieron cada una de las fracciones
(citoplasma, nucleoplasma y cromatina)
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13. Fraccionamiento y separacionle heterocromatina y eucromatina

Las fracciones subnuclearesefan obtenidas segun el poblo de Frenster et al.
(Fresner et al, 1963). Las células furerincubadas con buffer CSK (NaCl 100 mM,
sacarosa 300 mM, PIPES 10 mpH 6.8, EDTA 1 mM, MgGl 3 mM, DTT 1 mM)
conteniendo TritonX-100 (0,1%) y centrfadas dos veces a 3.100 rpm por 5 min a 4
°C. El pellet nuclear resultante fue incubado en buffer | (sacarosa 0,25 M, ZaCl
mM) vy resuspendido en 0,2 ml de buffe(sacarosa 0,1875 M, glucosa 20 mM, Tris—
HCI 24 mM (pH 7,1), NaCl 12,8mM, Ca£8,3 mM). Luego se incubo a 37 °C por 30
min y se centrifug6 a 3.100 rpm por 5 min &4 Se realizaron 3 lavados con el buffer
B (Tris—=HCI 10 mM, pH 7,1, Cagl3,3 mM) y el pellet obtenido por centrifugacion
(3.100 rpm por 5 min a 4 °C), fue resuspendido en 400 ul de sacarosa 0,25M vy
sonicado. Se realizé una cefutgacion a 1.400 rpm por 5 ma4 °C para eliminar el
debris celular. El sobrenadante fue taéigado a 4.500 rpm por 10 min a 4 °C. El
pellet resultante constituye la fraccion espondiente a la heterocromatina (H). El
sobrenadante fue nuevamente centrifugadb700 rpm por 30 min. a 4 °C. El pellet
obtenido constituye la fraccion intermedia #).Ultimo sobrenadante fue centrifugado a
44.000 rpm por 60 min y el pellet obteniés el correspondiente a la fraccion
eucromatina (E).

Las tres fracciones (H, I, E) fueron reseisgidas en el mismo volumen de buffer de
siembra 1X. Por western blot se analizéXaresion de p19 y la pureza de cada fraccién
utilizando la proteinaHP1 (Heterochromatin protein ¢pmo marcador de la fraccion

correspondiente a la heterocromatina y RHAPcomo marcador de eucromatina.
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Extraccion Hetero/Eucromatina

Lisis Celular

Aislamiento de niicleos

Sonicadao
spin & min, 1400rpm t* amb
o /\ SN Allcusta

debris celular | Extracto total (ET)

spin 4500 rpm 10 min rpm 4°C

P2 SN2

H heterocromatina |

spin 7700 rpm 30 min rpm 4°C

P3 “TsN3
| fraccidn Intermedia |

spin 44000 60 min rpm £°C

P4
E eucromatina

Fig. 2: Gréfico representativo del aficionamiento subnuclear que muestra
esquematicamente como fue realizada la separaciécade una de las fracciones
(heterocromatina y eucromatina)

14. Extraccién de tejidos en ratones de distintas edades

Los experimentos fueron reaidos en ratones machos deégpa CF-1 de 1, 6, 12,y
18 meses de edad obtenidos del Bioterio @énde la Facultad de Ciencias Exactas y
Naturales. Los animales fueron mantenidoky lrgo de los experimentos, en jaulas
individuales con agua y comida ad libitumjdeiclos de luz/oscuridad de 12 horas (luz
a partir de las 8 a.m.) y una temperaturte2 °C. Los experimend se realizaron en
concordancia con regulacionesdtes y con la Guia para el Cuidado y Uso de Animales
de Laboratorio del NIH (Guide for Camnd Use of Laboratory Animals, National
Institutes of Health, publicacion 80-23/9@e hicieron esfuerzos para minimizar el
sufrimiento animal y para redu@F nimero de ratones utilizados.

Los ratones fueron sacrificadper dislocacién ceigal (n= 4 por edad Por un lado se
realizo la diseccion y se extrajerorsIgiguientes érganos: higado, pulmén, rifidn,
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pancreas, bazo, timo, testiculo y corazém.d@m lado cada raton fue decapitado y se
extrajo el cerebro. Cada una de lasesitas fueron rapidamente depositadas en
nitrdgeno liquido y conservadas a -80 °Gthasu uso para la extraccion de RNA y
proteinas totales.

Para la extraccién del RNA total se pesaaproximadamente 100 mg de cada tejido y

los mismos fueron homogenizados con un potter de vidrio en 750 ul de solucidn
desnaturalizante D. Luego se procedio keoextraccion del RNA tal como se describe

en la seccion 6.

Para la extraccion de proteinas totales, se pesaron aproximadamente 80 mg de cada
tejido. Cada muestra fue homogenizada con pd#evidrio con 1 ml de una solucion

que contiene SDS 2% pH 6,8. Una vez disglada muestra se la incubd 10 min. a 70

°C y luego se centrifugd por 20 min. a 14.000 rpm. Se separ6 el sobrenadante y se
descarto el pellet. Una alicuota de cadasina fue resuspendida en buffer de siembra

1X 'y, previo a la realizacion de la corridkectroforética, cada muestra fue sonicada por

15 segundos a 40% de amplitud. Luego se procedié como se describe en la seccién 7.
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