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“Todos quieren poseer conocimientos;

Pero pocos estdn dispuestos a pagar su precio”

-Juvenal
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implica elegir una carrera de ciencia, pero fueron superados uno a uno con mucho
entusiasmo y una constante disposicion para aprender.
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en conjunto con una excelente formacion cientifica y personal.

Ahora, al alcanzar este momento, €s hora de llevar a la practica todo lo aprendido y
utilizar esta sélida base para lograr futuros objetivos.

Ha sido un camino dificil, pero el viaje recién comienza.
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1.-RESUMEN:

Céncer es una de las enfermedades mas prevalentes hoy en dia y represenia
numerosos gastos a personas y a los sistemas publicos de salud. Un tema importante
dentro del diagndstico y tratamiento de céncer es la deteccion de células tumorales
circulantes (CTCs). Estas células se desprenden del tumor primario y entran al torrente
sanguineo, al sistema linfatico o a la médula 6sea, provocando la aparicién de nuevos
tumores en el paciente, provocando metastasis. Un diagndstico temprano y efectivo de
CTCs puede prevenir el desarrollo de metéstasis y aumentar la expectativa de vida del
paciente, y ademds proveer un prondstico més exacto si se estd realizando tratamiento.

Recientemente hemos descubierto un nuevo tipo de RNA mitocondrial no-
codificante. Experimentalmente, demostramos que estos transcritos incluyen la
secuencia completa del RNA 16S sentido o antisentido. Sin  embargo,
sorprendentemente tiene covalentemente unida al extremo 5’ una secuencia
complementaria invertida al 16S rRNA, formando un repetido invertido (RI) y una
vuelta. Hemos llamado al transcrito que presenta un RI unido al extremo 5° del IRNA
168 sentido, ncmtRNA sentido; mientras que al transcrito que contiene un RI unido al
extremo 5° del rRNA 16S antisentido, ncmtRNA antisentido. Muitiples evidencias
sugieren que existe una correlacion entre la expresién de estos transcritos y la
proliferacion celular,

Nuestro objetivo fue estudiar la expresion de estos transcritos en varias lineas

celulares, buscando un marcador universal de células tumorales. Ademés, desarrollamos
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una aproximacioén para la deteccion de CTCs utilizando hibridacion in sifu fluorescente
para células en suspension.

Demostramos que en células normales proliferantes hay una expresién de ambos
nemtRNA. Por otro lado, en células tumorales existe una sobre expresion del ncmtRNA
sentido, mientras que el transcrito antisense se encuentra de alguna manera reprimido.
En células no proliferantes, ninguno de estos transcritos es expresado. Esto resultados
sugieren que ocurre un cambio dréstico en la expresién de los ncmtRNAs durante la
tranformacion neoplasica. Adicionalmente encontramos que tanto en células tumorales
como normales proliferantes existe co-expresion entre los ncmtRNAs y PCNA.

Nuestros resultados muestran que utilizando estos marcadores moleculares,
podemos conocer el estado proliferativo de una célula, y atin més importante, detectar y
discriminar células tumorales humanas, debido a que el ncmtRNA antisentido esta
reprimido en estas células.

También desarrollamos un protocolo de FISH de células en suspensién para el
andlisis de muestras, como una aproximacién a la deteccion de CTCs. El anilisis
mediante ctometria de flujo mostré que es posible discriminar entre células tumorales y
normales proliferantes, usando sondas de DNA marcadas con FITC.

En resumen, los resultados y los datos entregados en este trabajo pueden
contribuir, en conjunto con otros resultados obtenidos en el laboratorio, al desarrollo de
nuevos métodos universales para diagnéstico temprano de céncer y deteccion de CTCs.

Un mayor entendimiento del rol bioldgico de los nemtRNAs en el complejo ciclo
celular y la transformacién neoplésica, proveera un gran avance en la investigacion de

cancer.
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2.-ABSTRACT:

Cancer is one of the most prevalent diseases nowadays and it represents serious

expenses to personal and public health services in most countries.
One important subject regarding cancer diagnosis and treatment is the detection of
circulating tumor cells (CTCs). Those cells detach from the primary tumor and enter into
the blood or the lymphatic system and/or to the bone marrow, and new tumors appear in
the patient therefore causing metastasis. An effective and early diagnosis of CTCs could
prevent metastasis development to improve patient survival, and also provide an
accurate prognosis if treatment is being performed.

Recently we have discovered a novel class of non-coding mitochondrial RNAs
(mtRNA); we demonstrated that these transcripts include the complete sense or antisense
16S rRNA sequence. However, surprisingly it has a complementary, inverted 16S rRNA
sequence covalently joined to the 5’end of the first forming an inverted repeat and a loop
as its secondary structure. We have named the transcript that presents an IR joined to the
sense 5 end of the 16S rRNA, sense ncmtRNA; and the transcript that contains an IR
joined to the antisense 16S 5" end, antisense ncmtRNA.

Multiple evidences suggest that there is a correlation between the expression of
these transcripts and cellular proliferation.

Our main objective was to study the expression of these transcripts in several cell
lines, and search for a novel and universal tumor marker, We also attempt to develop an
early approach for detection CTCs using fluorescent i situ hybridization for suspension

cells,
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We demonstrated by in situ hybridization and FISH using small digoxigenin-
labeled DNA probes that in normal proliferating cells, there is an expression of both
sense and antisense ncmiRNA. On the other hand, tumor cells such overexpress sense
non-coding mtRNA while its antisense counterpart is somewhat downregulated. In non-
proliferating cells these transcripts were not expressed. The results suggest that a drastic
change in expression of the ncmtRNAs occurs during neoplastic transformation and
differentiation. We also found that in both tumor and normal proliferating cells there is
co-expression and correlation between nemtRNAs and proliferating cell nuclear antigen
(PCNA). Thus, non-proliferating cells showed no ncmtRNA, neither PCNA expression.

Our results showed that using these molecular markers, we can asses the
proliferative status of a cell, and most important, detect and discriminate a number of
human tumor cell lines, since antisesnse non-coding mtRNA is downregulated in tumor
cells.

We have also developed a suspension FISH protocol for analyzing samples as an
approach for the detection of circulating tumor cells. Analysis of nemtRNas expression
performed by flow cytometry showed that we can discriminate tumor cells from normal
proliferating cells using suspension FISH.

In summary, the results and data provided in this work may contribute, along with
other studies performed in our laboratory, to develop a novel and universal method to
early cancer diagnosis and circulating tumor cell detection. Further understanding of
nemtRNAs biological role in the complexity of cell cycle and neoplastic transformation

will provide a great advance in cancer research.

xvii




3.-INTRODUCCION:

Cancer es una de las enfermedades de mayor ocurrencia a nivel mundial. En Chile,
el céncer géastrico presenta la mayor prevalencia (Llorens, 1999; Corvalédn y col., 2001).
Un tema importante dentro del diagnoéstico y tratamiento del cancer es la deteccidn de
células tumorales circulantes (CTC). Estas células originadas en el tumor primario, se
desprenden de éste y entran al torrente sanguineo o hacia la médula Gsea, tras lo cual
pueden aparecer tumores adicionales en tejidos distantes del lugar del tumor original
provocando metastasis (National Cancer Institute; http://www.cancer.gov), Alrededor
de un tercio de los pacientes con cdncer tienen metastasis la cual es detectada en el
momento en que el cancer es diagnosticado por primera vez (dmerican Cancer Society,
http://www.cancer.org). El resto de los pacientes no presentan CTCs o estas no pueden
ser detectadas por los métodos actuales de diagnéstico. Lo que significa que la deteccion
precoz de CTC podria aumentar la sobrevida de un paciente con céncer y ademds
permitir escoger el tratamiento més eficaz para su condicién. Es por esto que en la
actualidad existe la urgencia por nuevos métodos no invasivos, y lo mas universal
posible para la deteccién temprana y efectiva de tanto tumores primarios malignos como
células tumorales circulantes.

El campo del diagndstico de cancer esta estrechamente relacionado con el estudio
del origen de éste. La comprensién de los cambios que llevan a la transformacion de una
célula normal a una tumoral es en gran medida util a la hora de detectar una célula
tumoral en la fase mas temprana posible. Existen variadas estrategias para determinar los

posibles cambios a nivel celular que podrian estar relacionados con la transformacién




neoplésica. El campo mas activo ha sido el de los micro-arreglos, utilizando secuencias
correspondientes a los aproximadamente 30.000 genes presentes en el DNA humano.
Esta tecnologia ha permitido describir perfiles de expresion de genes que tienen relacion
con el tejido y tipo de tumor y ademés con el paciente (Lu, J. y col, 2005).
Conjuntamente con estos estudios, existen grupos que estdn determinando el perfil de
expresién de proteinas en células tumorales en comparacién con células normales (Lu
Y.J., 2001). Estos cambios en los perfiles de expresion estan siendo utilizados para el
disefio y an4lisis de nuevas drogas para combatir el céncer asi como nuevos métodos de
diagnéstico.

Recientemente, el grupo de Kampa y col (2004) encontré que al menos el 49% de
los transcritos originados en los cromosomas 21 y 22 humanos de 10 lineas celulares
incluidas normales y tumorales corresponde a RNA no codificante, encontrando tanto
transcritos sentido como antisentido. Estos RNA corresponden a transcritos provenientes
de regiones consideradas como intergénicas no codifcantes. Este hallazgo abre toda una
nueva gama de estudios acerca del origen y diagndstico del cancer, y su relacién con el

creciente mundo de los RNAs no codificantes.

Al caracterizar una biblioteca de cDNA de testiculo de ratén, se demostré que
algunos de estos transcritos correspondian al RNA ribosomal 168 mitocondrial.
Sorprendentemente en el extremo 5° se encontraba unida covalentemente una secuencia
de 121 nucledtidos complementaria entre las posiciones 241 y 360 del RNA 165
mitocondrial sentido, por lo cual se le denominé como “repetido invertido” (RI)

(Villegas y col, 2000, 2002). Esta molécula seria generada a partir de un procesamiento




post transcripcional de productos originados a partir de hebras H y L del genoma
mitocondrial (Villegas y col, 2005). Como la transcripciéon de las hebras H y L son
reguladas por promotores distintos e independientes (Taanman, 1999), es que esta
molécula fue denominada como RNA quimérico.

La presencia del RI determina que la estructura del mtRNA no codificante se
encuentre establecida en base a 3 regiones distintas: un regién monohebra, conformada
por la regién no apareada del segmento 3° del tRNA 16s mitocondrial sentido; una
region de doble hebra, establecida por el apareamiento entre las secuencias del 16s
mitocondrial sentido y el RI; y por (ltimo otra regién monohebra, la cual se encuentra
conformada por la secuencia restante del 16S mitocondrial, rio arriba del tallo,
conformando un asa de 120 nt {Villegas y col, 2000).

Tras la identificacién del ncmtRNA en ratén, se procedid a determinar Ia
existencia de esta molécula en humano. El mtRNA no codificante humano posee un RI
de 820 nt que es complementario al RNA 168 mitocondrial entre las posiciones 46 y 865
(Figura 1). De esta forma el transcrito contiene una region doble hebra de 820 pb y una
asa monochebra de 40 nucleodtidos. Esta molécula la hemos llamado RNA mitocondrial
no-codificante o ncmtRNA, puesto que nos hemos dado cuenta que el nombre
“quimérico” puede inducir a confusién. La estructura mas probable de este transcrito se

muestra en la Figura 2 y se compara con la del RNA ribosomal 168S.
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Figura 1.- Esquema de la estructura del ncmtRNA humano, y parte del mtDNA

que corresponde al gen 16S mitocondrial:

a) En rojo se muestra el 16S sentido y en azul el RI. El ncmtRNA humano esta
formado por el transcrito de la hebra sentido del gen 16S ribosomal, unido
covalentemente en el extremo 5° con una fragmento correspondientes al transcrito
antisentido del gen 16S ribosomal (azul), formando un repetido invertido de 820
nucleétidos y un asa de 40 nucle6tidos. b) En azul punteado se muestran las regiones de
la hebra L del gen del 16S ribosomal que no estdn presentes en la secuencia del RI Las
flechas indican la posicion de la sonda antisentido (1) utilizada para HIS. La sonda 2 es

el control de hibridacion.
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Debido a que esta molécula fue descubierta en tejido espermatogénico, surgié una
interesante reflexion; el espermatozoide es una célula altamente diferenciada e incapaz
de proliferar, Pero al entrar en contacto con el évulo, el cigoto comienza rapidamente a
dividirse para formar el embrion. Entonces, este novedoso RNA no codificante podria
hipotéticamente tener algiin rol en este repentino cambio en la habilidad de proliferar del
cigoto, o por lo menos dar cuenta de éste cambio.

Dado a que fue dificil trabajar con células embrionarias proliferantes, se escogio
un modelo similar con caracteristicas proliferativas, como es el tejido tumoral. Tal como
era esperado, mediante hibridacién in situ (HIS) utilizando una sonda oligonucleotidica
complementaria al ncmtRNA (Figura 1, sonda 1), se comprobé la expresion de este
transcrito en una variedad de lineas celulares tumorales humanas en cultivo (Figura 3), y
en células tumorales de biopsias humanas correspondientes a varios tipos de tumores
humanos como cerebro, higado, vesicula y géstrico. (Burzio y col, 2004; Villegas y col.,
2004; Burzio y col., 2005) (Figura 4). Segin lo esperado, al realizar HIS con una sonda
sentido (Figura 1, sonda 2) a esta molécula, a modo de control negativo, no se obtuvo

marca alguna.
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Figura 3.-Expresién diferencial del ncmtRNA en lineas celulares tumorales
humanas: _
Hibridacién in situ con sondas oligonucleotidicas de DNA marcadas con
digoxigenina dirigidas al extremo 3° del ncmtRNA y sonda control, para determinar la
expresion este transcrito en cultivos celulares de las lineas tumorales humanas que se
indican. Se observa marca positiva para el mtRNA no codificante sentido, mientras que
existe una nula sefial de hibridacién para la sonda control. La posicion de las sondas se
muestra en la Figura 1. '




ncmtRNA Control Negativo
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Figura 4.- Expresion diferencial de los ncmtRNA en cortes de biopsias tumorales
humanas:

Hibridacién in situ con sondas oligonucleotidicas de DNA marcadas con
digoxigenina dirigidas al extremo 3’ del mtRNA no codificante, para determinar su
expresion en cortes de los tejidos tumorales humanos que se indican. En las células
tumorales se observa marca positiva para el ncmtRNA sentido, mientras que con la
sonda sentido no hay marca.




En las muestras de tumores se pudo observar, ademas, que el tejido estromal
circundante, formado por células no proliferantes, no se marcaba mediante HIS con la
sonda contra el ncmtRNA. Esto sugiridé que dicho transcrito estarfa relacionado de
alguna manera con el estatus proliferativo de 1a célula, Por este motivo, se investigd la
expresion de éste RNA en tejido y células normales. Como resultado de estos
experimentos, se pudo comprobar que en células y tejidos normales no proliferantes no
se obtenia marca con la sonda dirigida contra el ncmtRNA, asi como tampoco con la
sonda control. Sin embargo, sorprendentemente, en células y tejidos normales
proliferantes se encontré marca positiva tanto para el ncmtRNA como con la sonda
sentido control (Figura 5).

Este resultado inesperado sugeria la existencié. de un contraparte complementario
al ncmtRNA. Mediante una estrategia experimental analoga a la utilizada para el
nemtRNA original, se logré amplificar y caracterizar dos transcritos antisentido formado
por el IRNA 168 antisentido, y repetidos invertidos de 289 y 501 nt respectivamente.
Estas moléculas se denominaron ncmtRNA antisentido-1 y ncmtRNA antisentido-2,

para diferenciarlo del ncmtRNA sentido (Figura 6).
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Figura 5.- Expresion de ncmtRNAs en tejidos humanos normales en proliferacién:

Hibridacién in situ con una sonda de DNA complementaria a la region 3° del
mtRNA no codificante sentido, para determinar la expresion de éste en cortes obtenidos
de biopsias de los tejidos proliferativos normales que se indican. Se observa marca
positiva semejante a la observada en las biopsias de tumores humanos. Sin embargo,
también se observa una sefial de hibridacién similar al utilizar la sonda 2, que era el
control de hibridacion.
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40nt 820nt
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Figura 6.-Esquema de la estructura del ncmtRNA sentido, y de uno de los
ncmtRNA antisentido:

En rojo se muestra la hebra sentido, en azul la hebra antisentido. A diferencia del
ncmtRNA sentido humano (a), la version antisentido (b) esta formada por el transcrito
de la hebra antisentido del gen 16S ribosomal, unido covalentemente en el extremo 5’
con una secuencia correspondientes al transcrito sentido del gen 16S ribosomal,
formando un repetido invertido y una asa de 450nt.
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Por lo tanto si se compara la expresion de los nemtRNA mediante HIS, en células
normales en proliferacion se observa expresion de ambos transcritos, mientras que en
células tumorales solo se observa expresion del transcrito sentido. Sin embargo, es
necesario estudiar estos resultados con mayor profundidad ademads de las caracteristicas
de expresion diferencial para estos transcritos en células tumorales, y compararlas con el
perfil de expresion tanto en células normales diferenciadas como en células normales
proliferantes, con el fin de establecer claramente la manera de identificar cada tipo
celular.

Los resultados anteriores también sugieren que la expresion del ncmtRNA sentido
estd estrechamente relacionada con la proliferacion celular. Esta proposicion se basa
ademas en la baja o nula deteccién de este transcrito en células en reposo como
linfocitos periféricos, células musculares o células no proliferantes de cerebro o higado
(Villegas 2002, Santander 2004). Otra observacién interesante es que linfocitos humanos
estimulados con fitohemaglutinina, enfran en activa sintesis de DNA y expresan los
marcadores de proliferacién Ki-67, PCNA e histona H3 fosforilada. Coincidente con
esta transformacion, los linfocitos activados expresan tanto ncmtRNA sentido como
antisentido (Santander, 2004) mostrando nuevamente una relacién entre estado de
proliferacion con la expresion de estos transcritos. Como la expresion de los transcritos
antisentido no es detectable en células tumorales pero si en células normales
proliferantes, es posible postular un método diferencial, Ginico para distinguir una célula
tumoral de una normal. Esta diferencia de fenotipo es corroborada con células normales

inmortalizadas con virus oncogénicos. En queratinocitos de prepucio humanos

inmortalizados con los virus de papiloma humano 16 y 18, que son responsables de un
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90% de los casos de cancer de cuello uterino, se puede detectar una alta expresion de
ncmtRNA sentido, mientras que no se detecta el ncmtRNA antisentido. (Villota, 2006).
En contraste, los queratinocitos normales expresan ambos transcritos. Estas células son
inmortalizadas por el virus, pero no son tumorales, por lo que se puede concluir que la
represion de los transcritos antisentidos es un cambio temprano en la transformacion
neoplasica.

Basados en los resultados anteriores y presentes de nuestro laboratorio, se esta
abordando el desarrollo de sistemas de deteccion y discriminacion de células tumorales
circulantes provenientes de distintos tipos de cancer con el fin de crear un método tnico
de deteccion de células metastasicas o céncer presente en el sistema linfitico o
circulatorio, cosa que en la actualidad no existe. Como parte de este proyecto, en esta
tesis se desarrolld una aproximacion a un sistema de identificacion de células tumorales
basado en la presencia o ausencia de RNA mitocondrial no codificante, tanto sentido
como antisentido, en tres modelos celulares humanos (HL60, Devernelle y la linea de
melanoma 42/95). Las células tumorales se marcaron mediante HIS fluorescente (FISH)
en fase solida y en suspension, utilizando como sondas oligonucledtidos de DNA.
Posteriormente se utilizé citometria de flujo para cuantificar y caracterizar las células
marcadas, de manera de poder diferenciar células tumorales de células normales.

El trabajo realizado se dividi6 en tres etapas; la primera fue corroborar los
resultados anteriores obtenidos en el laboratorio, en las lineas celulares utilizadas en este

trabajo, mediante HIS tanto colorimétrica, como fluorescencente.
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Posteriormente, se desarroilé un protocolo de hibridacion ir situ fluorescente para
células en suspension, donde se evalud la caracteristica de la marca para los protocolos
desarrollados, buscando coherencia con los resultados anteriores del laboratorio, ast
como para mantener la especificidad de la marca.

La tercera parte del trabajo consistié en el andlisis por citometria de flujo de
muestras resultantes de hibridaciones in sifu en suspensién, evaluacion de las
caracteristicas de la marca obtenida y comparacion de ésta en distintas poblaciones y
subpoblaciones celulares, como células tumorales, normales y normales proliferantes.
Por ultimo, se analizé la factibilidad de poder ser capaces de detectar y cuantificar
células tumorales en muestras liquidas como una aproximacién a un novedoso método

de diagndstico de CTC.
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HIPOTESIS:
“La deteccion de la expresion diferencial de los RNA mitocondriales no
codificantes sentido y antisentido en células tumorales y normales permitird desarrollar

un novedoso método no invasivo para el diagnéstico de células tumorales circulantes™

OBJETIVOS:
Objetivo general:
“Determinar la expresidn diferencial de los RNA mitocondriales no codificantes en
lineas tumorales y no tumorales como base para un nuevo método de diagndstico no

invasivo de cancer o metastasis”.

Objetivos especificos:
1. Evaluar la presencia de los mtRNA no codificantes en diferentes lineas celulares
por HIS colorimétrico y de fluorescencia.
2. Desarrollar e implementar una variante en suspension liquida de la HIS, para la
deteccién de los ncmtRNAs.
3. Evaluar la factibilidad de acoplar citometria de flujo como un método de
deteccién cuantitativo con mayor sensibilidad y especificidad, idéneo para

detectar células tumorales circulantes (CTC).
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4.- MATERIALES Y METODOS:
4.1.- Cultivo celular:
4.1.1.-Cultivo de células HL-60:

La linea celular HL-60, (ATCC CCL-240) correspondiente a una leucemia
promielocitica humana, fue cultivada en botellas T-25 y T-75 (Nunc), a 37°C con 5%
CO, ambiental, en 5 ml (T-25) o 15 ml (T-75) de medio RPMI-1640 (Gibco) con
Glutamax® y 25 mM HEPES, suplementado a una concentracion final de 100 U/ml
penicilina G, 100 pg/ml sulfato de estreptomicina y 10% de suero fetal bovino. Para el
subcultivo, se tomé 1 ml de la botella de cultivo y se procedi6é a su recuento en una
cimara de Neubauer en microscopio de luz, por cuadruplicado; posteriormente se
resuspendieron a 1x10° células/ml, manteniendo una densidad entre 1x10° células/ml y

1x10° células/ml. El medio de cultivo se cambié cada 2 6 3 dias.

4.1.2.-Cultivo de células Devernelle:

La linea celular fue cultivada en botellas T-25 y T-75 (Nunc) , a 37°C con 5% CO»
ambiental, en 5 ml (T-25) o 15 ml (T-75) de medio RPMI-1640 (Gibco) con Glutamax®
Iy 25 mM HEPES, suplementado 2 una concentracién final de 100 U/ml penicilina G,
100 pg/ml sulfato de estreptomicina y 20% de suero fetal bovino. Para el subcultivo, se
tomé 1 ml de la botella de cultivo y se procedié a su recuento en una camara de
Neubauer en microscopio de luz, por cuadruplicado; posteriormente se resuspendieron a
1x10° células/ml, manteniendo una densidad entre 1x10° células/ml y 1x10° células/ml.

El medio de cultivo se cambi6 cada 2 ¢ 3 dias.
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4.1.3.~Cultivo de células 42/95:

La linea celular 42/95, correspondiente a un melanoma humano, fue cultivada en
botellas T-25 y T-75 Nunc) , a 37°C con 5% CO, ambiental, en 5 ml (T-25) 0 15 ml (T-
75) de medio RPMI-1640 (Gibco), con GLutamax® I y 25 mM HEPES, suplementado a
una concentracion final de 100 U/ml penicilina G, 100 pg/ml sulfato de estreptomicina y
10% de suero fetal bovino. Para el subcultivo celular, las células se tripsinizaron y el
cultivo se diluyé a una densidad de 1x 10* células/ml y se crecié hasta alcanzar una

confluencia de 80%.

4.1.4.-Cultivo de células HUVEC:

La linea celular HUVEC, correspondiente a cultivo primario de células
endoteliales de cordén umbilical humano, fue cultivada en botellas T-25 y T-75 (Nunc),
a 37°C con 5% CO, ambiental, en 5 ml (T-25) o 15 ml (T-75) de medio M199 (Gibco),
con L-glutamina y 20 mM bicarbonato de sodio, suplementado a una concentracién final
de 100 U/ml penicilina G, 100 pg/ml sulfato de estreptomicina, 20 U /ml Heparina, 50
ug/ml suplemento de crecimiento para células endoteliales (ECGS, extracto liofilizado
de glandula pituitaria de bovino) y 20% de suero fetal bovino. Para el subcultivo
celular, las células se tripsinizaron y el cuitivo se diluy6 a una densidad de 1x 10*

células/ml y se creci6 hasta alcanzar una confluencia de 80%.
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4.1.5.~Cultivo de fibroblastos de médula ésea:

Cultivo primario de células, proporcionado gentilmente por el Dr. Eduardo
Landerer, fue cultivada en botellas T-25 y T-75 (Nunc), a 37°C con 5% CO, ambiental,
en 5 ml (T-25) o 15 ml (T-75) de medio DMEM/F12 1:1 (Gibco), con GLutamax® I y 25
mM HEPES, suplementado a una concentracion final de 100 U/ml penicilina G, 100
pg/ml sulfato de estreptomicina y 10% de suero fetal bovino. Para el subcultivo celular;
las células se tripsinizaron y el cultivo se diluyé a una densidad de 1x 10* células/ml y se

crecid hasta alcanzar una confluencia de 80%.

4.1.6.-Cultivo de queratinocitos de prepucio humano:

Células de cultivo primario de (QPH) fueron gentilmente donadas por el Dr.
Enrique Boccardo y la Dra. Luisa L. Villa del Laboratorio de Biologia Molecular del
Instituto Ludwig de Pesquisas sobre o Céncer, Sio Paulo, Brasil. Los QPH fueron
obtenidos a partir de prepucios de recién nacidos. Los prepucios fueron lavados
ripidamente en etanol 70%, lavados en PBS suplementados con SFB 10% y colocados
en placa Petri de 100 mm. En seguida todo el tejido conectivo fue retirado utilizando un
bisturi. Esta etapa es muy importante para disminuir el ndmero de fibroblastos en el
cultivo. Luego, los prepucios fueron cortados en trozos de aproximadamente 2 mm y
transferidos a un matraz Erlenmeyer e incubados con 10-20 ml de tripsina 0.25% y
EDTA 1 mM por 45 min. a 37°C en agitacién continua. Luego el contenido del matraz
fue filtrado para eliminar los fragmentos més grandes de tejido. El producto filtrado fue
neutralizado con igual volumen de PBS suplementado con SFB 10% y centrifugado por

5 min. a 1000 rpm. El sedimento fue resuspendido en KSFM (medio de queratinocitos
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libre de suero) v las células fueron transferidas a placas Petri de 100 mm en las cuales
previamente se habian sembrado los alimentadores. Luego fueron adicionados 200
ul/placa de antibidticos PSN (penicilina 5 mg/ml, estreptomicina 5 mg/ml y neomicina
10 mg/ml) y las placas fueron cultivadas a 37°C y en atmosfera de 5% de CO,. Después
de 72 h la concentracion de antibidtico fue disminuida a la mitad y posteriormente
fueron cultivadas por 48 h en medio KSFM sin antibitico hasta alcanzar una
confluencia de 80-90%. Finalmente las células fueron congeladas en KSFM y DMSO al

10%.

4.1.7.-Obtencion de linfocitos en reposo:

Para obtener muestras de células sanguineas circulantes, se incubo 1 ml de sangre
en 14 ml de solucién de lisis de eritrocitos (0.17 M NH4CL, 0,01 M NaKHCO;3, 0.1 mM
EDTA; D. J. Young, UCSD Cancer center) durante 5 min a temperatura ambiente. Se
centrifugd durante 5 min a 400g y se descarté el sobrenadante. Se lavo el precipitado en
PBS 1X estéril, se centrifugé durante 5 min a 300g. Se descartd el sobrenadante, se
resuspendié en PBS 1X estéril y se observo al microscopio de contraste de fase Olympus

CKX41.
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4.2.-Cultivo celular en cimaras sobre portaobjetos para hibridacion in situ:
4.2.1-Tripsinizacion de células adherentes:

Después de descartar el medio, células adherentes se lavaron con solucién GKN
(1X PBS, 10 mM glucosa, 10 pM rojo fenol) durante 5 min para eliminar restos
celulares y de suero fetal bovino, luego se agregé 2X tripsina (tripsina 10X: 0,5%
tripsina, SmM EDTA, 200mM NaCl)}, y se incub6 durante 10 min a 37°C evaluando bajo
microscopio de contraste de fase. Para detener la actividad de la tripsina se agregd medio
(RPMI o DMEM + F-12) completo con 10% de suero fetal bovino. Las células se

diluyeron a 1 x 10° células/ml y se sembraron nuevamente.

4.2.2.-Cultivo celular en cimaras de 16 pocillos montadas sobre portachbjetos:

En un portaobjetos de 16 pocillos (Labtek Chamber Slide®, Nunc) células
adherentes tripsinizadas se sembraron a una densidad de entre 1 x 10% y 5 x 10° células
por pocillo (0,3 cm?) en 200p! de medio RPMI 1640 con Glutamax® y 25mM HEPES,
suplementado a una concentracién final de 100 U/ml penicilina G, 100 pg/ml sulfato de
estreptomicina y 10% de suero fetal bovino. Al alcanzar entre 70% y 80% de
confluencia, las células fueron fijadas en RPMI 1640 con 10% suero fetal bovino y 4%
paraformaldehido durante 10 min y posteriormente lavadas con PBS 1X. Las células se

conservaron entre 2° C y 8° C en oscuridad por un méximo de 7 dias.
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4.2.3.-Cultivo celular en cimaras de 8 pocillos montadas sebre portaobjetos:

En un portachjetos de 8 pocillos (Labtek Chamber Stide®, Nunc) células
adherentes 42/95 tripsinizadas se sembraron a una densidad de entre 1 x 10y 5 x 10
células por pocillo (0,3 cm’) en 300p] de medio RPMI 1640 con Glutamax® y 25mM
HEPES, suplementado a una concentracién final de penicilina G 100 U/ml, sulfato de
estreptomicina 100 pg/ml y 10% de suero fetal bovino. Al alcanzar entre 70% y 80% de
confluencia, las células fueron fijadas en RPMI 1640 con 10% suero fetal bovino y 4%
paraformaldehido durante 10 min y posteriormente lavadas con PBS 1X. Las células se

conservaron entre 2° C y 8° C en oscuridad por un méximo de 7 dfas.

4.3.-Diseiio de sondas de DNA para hibridacion in sifu:

Se disefiaron sondas sentido y antisentido basadas en la secuencia de los ncmtRNA
humanos. (Tabla 1). Como sonda no relacionada se utiliz6 la sonda ISAVA4,
complementaria al RNA mensajero de una de las su};unidades de la RNA polimerasa del
virus de la anemia infecciosa de salmén. Ademas se utilizo una sonda complementaria al

mRNA de la proteina fluorescente verde (GFP)

21




Tabla 1.- Sondas oligonucleotidicas de DNA utilizadas en HIS:

La tabla A) muestra las sondas de 23 nucléétidos complementarias a la secuencia
sentido ¥ antisentido del ncmtRNA, la enumeracién indica la posicion del primer niicleo
con respecto a la secuencia del RNA 168 ribosomal sentido. En la tabla B) se muestra la
secuencia de las sondas de 40 nucledtidos para detectar ncmtRNA sentido (sondas
antisentido) y antisentido (sondas sentido). En la tabla C) se encuentra detallada la
secuencia de las sondas control para los experimentos de hibridacion in sifu.

A | sondaantisentido Secuencia Sonda senttdo | Secuetrcia
912 5 TGATTATGCTACCTTTGCACGGT 012 5" ACCGTGCAAAGGTAGCATATTCA
1260 5" AATAGGATTGOGCTGTTATCCCTA | 1260 5 TAGGGATAACAGOGCAATCCTATT
1535 5 GTICTTGGGTGGGTGTGGG 1535 5" CCCACACCCACCCAAGAAC
B | Sondaantisentido Secuencia
912 5 CCTATTTAAGGAACAAGTGATTATGCTACCTTTGCACGGT
1535 5 CTGTTCTIGGOTGGGTGTGGGTATAATACTAAGTTGAGAT
Sonda sentido
012 5 ACCGTGCAAAGGTAGCATAATCACTTGTTCCTTAAATAGG
1535 5 ATCTCAACTTAGTATTATACCCACACCCACCCAAGAACAG
C Sonida Secuencia
18Sas 5* AGTGGACTCATTCCAATTA
185 as 40 5 CGCGGICCTATTCCATTATICCTAGCTGCGGTATCCAG
1SAV4 as 5 CTICTCTGTCTTTCCCGTTG
GFP 5' AAGGTAGCATAATCACTIGT
GFP 40 5" ATCTCAACTTAGTATTATACCCACACCCACCCAAGAACAG

“H

4.3.1.-Preparacién de sondas marcadas con Digoxigenina en el extremo 3°:
Para marcar con digoxigenina los oligodeoxinucledtidos utilizados como sonda se
mezeld 1pl de oligodeoxinucledtidos 50 pM con 4 pl de agua libre de nucleasas; Se

agregd 2 pl de tampén TdT 5X (5X: 4cido cacodilico 500 mM, DTT 0,5 mM, CoCl; 5




mM), 1 pl dATP 9 mM, 1 pl digoxigenina-11-dUTP ImM y 0,5 pl TdT 30U/ul
(Promega), y se incub6 a 37°C durante 60 min. De esta manera se obtuvieron 10 pl de
sonda de DNA marcada con digoxigenina, a una concentracién de 5 pM (Villegas y col,

2000). Este protocolo se escald hasta un volumen final méximo de 25 pl.

4.3.2.-Dot-Blot de sondas marcadas con Digoxigenina:

Para determinar si el marcaje de la sonda se realiz6 correctamente, se colocé 0,5 pl
de sonda marcada sobre una membrana de nitrocelulosa y se secd en horno UV a 1500 J.
La membrana se blogqueé con una soluciéon PBS 1X-BSA 2% durante 30 min, y se
incubd con anticuerpo anti-digoxigenina conjugado con fosfatasa alcalina (DAKO), en
dilucién 1:1.000, durante 90 min. Se lavé con PBS 1X-BSA 2% con formamida 8%
durante 5 min y se revelé con la mezcla de sustrato NBT/BCIP (KPL) en tampén FAL

(Tris 0,1 M, NaCl 0,1 M, MgCl, 5mM, pH 9,5) en oscuridad, durante 15 min.

4.4.-Hibridacion in situ:
4.4.1.- Tratamiento de células con RNAsa:

Posterior a la fijacion, células crecidas en portaobjetos de 8 pocillos fueron
incubadas en 1X PBS, 0.1% Triton X-100 conteniendo 100 mg/ml de una mezcla de
RNAsa A y T, durante toda la noche a 37°C. Las células se lavaron con 1X PBS durante

10 minutos y se procedié con el protocolo de FISH.
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4.4.2.- Tratamiento de células con DNAsa:

Posterior a la fijacion, células crecidas en portaobjetos de 8 pocillos fueron
incubadas en 1X PBS, 0.1% Triton X-100 conteniendo 100 mg/ml de DNAsa I, durante
toda la noche a 37°C. Las células se lavaron con 1X PBS durante 10 minutos y se

procedid con el protocolo de FISH.

4.4.3.-Hibridacién in situ en esparcido celular:

Células no adherentes o tripsinizadas en medio de cultivo se centrifugaron durante
4 min a 2.400 rpm ¥ el precipitado se resuspendié en 50 pl de 1X PBS. Alicuotas de 10
ul se esparcieron sobre portaobjetos silanizados (DAKOQ), y se dejaron secar a 37°C por
60 min. Las muestras se fijaron en RPMI 1640 10% SFB con 4% paraformaldehido
durante 10 min, se lavaron dos veces con 1X PBS durante 5 min cada vez. Las células
se trataron con 0,1% PBS/Tritén x-100 (Sigma) durante 10 min y se lavaron con 1X
PBS, 2 veces durante 5 min. Las muestras se prehibridaron durante 90 min a 37°C con
una solucién de hibridacién (50% formamida, 4X SSC, 1X Denhart (50X: 1% Ficoll
400, 1% polivinilpirrolidona, 1% BSA), 10% sulfato de dextrano, 150 pg/ml DNA de
espermatozoide de arenque, 2mM EDTA, 150 pg/ml tRNA levadura) en camara
hémeda. Posteriormente las células se hibridaron en la misma solucién anterior a la cual
se le agregd las sondas correspondientes a una concentracién final de entre 0,05 y 0,1
uM anteriormente marcadas con digoxigenina (Villegas y col, 2000). Se lavaron con 2X
SSC (20X SSC: 3M NaCl, 300mM citrato de sodio, pH 7,0), durante 10 min, 1X SSC
durante 10 min, 0,5X SSC durante 20 min a 42° C y 0,5X SSC durante 5 min. Luego las

células se incubaron por 30 min a temperatura ambiente con solucién de bloqueo. Para
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determinar la presencia de las sondas hibridadas al blanco, las células se incubaron
durante 2 h a temperatura ambiente con un anticuerpo anti digoxigenina conjugado con
fosfatasa alcalina en dilucién 1:300 (2.500 mU/ml) en la solucién de bloqueo. Luego los
portaobjetos se lavaron 2 veces con 1X PBS durante 10 min para eliminar el exceso de
anticuerpo. El revelado se realizé incubando con una solucién sustratos que contenia
NBT/BCIP (KPL) en tampén FAL. Se observé la aparicién de la marca bajo

microscopio Olympus BX51 y se fotografio.

4.4.4.-Hibridacion in sifu en monocapa celular:

Células adherentes crecidas en portaobjetos de 8 o 16 pocillos se fijaron en RPMI
1640, 20% SFB, 4% paraformaldehido durante 10 min, se lavaron dos veces con 1X
PBS durante 5 min cada vez. Las células se trataron con 0,1% PBS/Tritén x-100
(Sigma) durante 10 min y se lavaron con 1X PBS, 2 veces durante 5 min. Las muestras
se prehibridaron durante 30 min a 37°C con una solucién de hibridacién en camara
hiimeda. Posteriormente las células se hibridaron en la misma solucién antetior a la cual
se le agrego las sondas correspondientes a una concentracién final de entre 0,2 y 0,1 pM
anteriormente marcadas con digoxigenina (Villegas y col, 2000). Se lavaron con 2X
SSC, durante 10 min, 1X SSC durante 10 min, 0,5X SSC durante 20 mina 45°C y 0,5X
SSC durante 5 min. Luego las células se incubaron por 30 min a temperatura ambiente
con solucién de bloqueo. P(;steriormente, las células se incubaron durante 2 h a
temperatura ambiente con un anticuerpo anti digoxigenina conjugado con fosfatasa
alcalina en dilucién 1:300 (2.500 mU/ml) en la solucién de bloqueo. Luego los

portaobjetos se lavaron 2 veces con 1X PBS durante 10 min para eliminar el exceso de
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anticuerpo. El revelado se realizé incubando con una solucién sustratos que contenia
NBT/BCIP (KPL) en tampén FAL. Se observé la aparicién de la marca bajo

microscopio Olympus BX51 y se fotografio.

4.5.-Hibridacion in situ fluorescente (FISH):
4,5.1.-FISH en esparcido celular:

Células en medio de cultivo se centrifugaron durante 4 min a 2.400 rpm (610g) y
el precipitado se resuspendi6 en 50 pl de 1X PBS. Alicuotas de 10 pl se esparcieron
sobre portaobjetos silanizados (DAKO), y se dejaron secar a 37°C por 20 min. Las
muestras se fijaron con 4% paraformaldehido en RPMI 1640 més 10% SFB durante 10
min, se lavaron dos veces con 1X PBS durante 5 min cada vez. Las células se trataron
con 0,1% PBS/Tritén x-100 (Sigma) durante 10 min y se lavaron con 1X PBS, 2 veces
durante 5 min. Las muestras se prehibridaron durante 2 h a 37°C en solucién de
hibridacién en camara htmeda. Posteriormente las células se hibridaron en la misma
solucién anterior a la cual se le agregd las sondas correspondientes marcadas con
isotiocianato de fluoresceina (FITC) a una concentracién entre 0,5 y 0,2 pM durante
toda la noche. Se lavé con 2X SSC, durante 10 min, 1X SSC durante 10 min, 0,5X SSC
durante 20 min a 45° C y 0,5X SSC durante 5 min a temperatura ambiente y dos veces
con 1X PBS durante 5 min a temperatura ambiente. Se agrega DABCO (2% 1,4-
diazabiciclooctano en solucién 90% glicerol) como medio de montaje y se observo la
fluorescencia en un microscopio Olympus BX51 con sistema de epifluorescencia, y se

fotografio.
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4.5.2.-FISH en monocapa celular:

Células adherentes crecidas en portaobjetos de 8 o 16 pocillos se fijaron en RPMI
1640, 20% SFB, 4% paraformaldehido durante 10 min, se lavaron dos veces con PBS
1X durante 5 min cada vez. Las células se trataron con 0,1% PBS/Tritén x-100 (Sigma)
durante 10 min y se lavaron con PBS 1X, 2 veces durante 5 min. Las muestras se
prehibridaron durante 30 min a 37°C con una solucién de hibridacién en cémara
hiimeda. Posteriormente, las células se hibridaron en la misma solucion anterior a la cual
se le agregd las sondas correspondientes a una concentracion final de entre 0,2 y 0,1 pM
anteriormente marcadas con digoxigenina (Villegas y col, 2000). Se lavaron con 2X
SSC, durante 10 min, 1X SSC durante 10 min, 0,5X SSC durante 20 min a 45°C y SSC
0,5X durante 5 min. Luego las células se incubaron por 30 min a temperatura ambiente
con solucién de bloqueo. Para detectar la presencia de la sonda de DNA marcada con
digoxigenina, las células se incuban con anticuerpo anti-digoxigenina conjugado a
rodamina o isotiocianato de fluoresceina diluido 1/200 en solucion de blogueo, durante 2
h, luego se centrifuga durante 4 min a 2.400rpm, se descarta ¢l sobrenadante y se lava 2
veces durante 5 min con PBS 1X, se centrifuga durante 4 min a 2.400rpm. Se evalud la

fluorescencia en un microscopio Olympus BX51 con sistema de epifluorescencia.

4.6.-FISH en suspension celular:

Se realizaron las siguientes modificaciones al protocolo de FISH para analizar

células en suspension:
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4.6.1.-Fijacién celular:

Las células se fijaron durante 10 minutos en 4% paraformaldehido en RPMI 1640
con 10% SFB 37°C, en lugar de 4% paraformaldehido en 1X PBS. Al fijar en el mismo
medio y a la misma temperatura de culiivo resulta en una mejor conservacion de la

morfologia celular ademés de minimizar la agregaci6n y el dafio estructural celular.

4,6.2.-Permeabilizacién celular:

La solucién de permeabilizacion (0,3% triton x-100 en PBS 1X) resulté ser muy
abrasiva por lo que provocaba dafio en la estructura ademas de agregacion celular. Al
disminuir la concentracion del detergente a 0,1% tritén x-100 en 1X PBS o0 0,1% Tween
20 en 1X PBS, obtuvimos un mejor resultado en la conservacién de la estructura celular,
pero manteniendo la aglutinacién, que eventualmente dificultarian la realizacion de
citometria de flujo en dichas muestras. Por otro lado, se utilizaron permeabilizantes no
detergentes como 0.2 N HCI (Villegas, 2000) con el fin de prevenir la aglomeracién
celular obteniendo una mejor preservacion de la estructura celular, pero una
permeabilizacién menos eficiente.

Finalmente decidimos permeabilizar con 8mM 2-B-mercapto etanol en 1X PBS, lo
cual preserva la estructura celular de mejor manera, y permite una permeabilizacion

suficiente para permitir la hibridacion.
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4.6.3.-Prehibridacién e hibridacién:
Debido a que la alta viscosidad de la solucion de hibridacién provocaba problemas
al centrifugar la mezcla de hibridacién durante el proceso de lavado posterior, se eliminé

el sulfato de dextrano de la solucién de hibridacidn.

4.6.4.-Lavados:

Los lavados posteriores a la hibridacion (ver Materiales y Métodos) fueron
reemplazados con un tnico lavado con SSC 2X en 5 veces el volumen de hibridacién
(posterior a la centrifugacién y eliminacién del sobrenadante), debido a que la solucién
SSC 0.2X (30mM NaCl y 3mM citrato de sodio) provoca lisis en las células en
suspension dada su hipotonicidad atn cuando las células estdn fijadas. Asimismo, los
lavados con PBS 1X se reemplazaron por lavados con 1X PBS-BSA 2% los cuales

otorgan un precipitado de mejores caracteristicas en el momento de centrifugar.

4.6.5.-FISH en suspension de células:

Células tripsinizadas o crecidas en suspension fueron centrifugadas durante 4 min
a 2400 rpm (610 g) a 4°C, el sobrenadante fue descartado y las células fueron fijadas
durante 15 min en medio RPMI 1640 con 10% SFB y 4% paraformaldehido a
temperatura ambiente y luego centrifugadas durante 4 min a 2.400rpm. El sobrenadante
fue descartado, y las células se lavaron con 1X PBS durante 2 min, y se centrifugaron
durante 4 min a 2.400 rpm. EL sobrenadante fue descartado y las células se
permeabilizaron con una solucién fresca de 8mM 2-B-mercapto etanol en 1X PBS

durante 10 min a temperatura ambiente y luego centrifugadas durante 4 min a 2.400rpm.
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Las células se lavaron con PBS 1X durante 2 min, y se centrifugaron durante 4 min a
2.400rpm. Las células se prehibridaron durante 2 h en solucién de prehibridacién sin
sulfato de dextrano en camara humeda a 37°C. Se agregé la sonda de DNA marcada con
digoxigenina, diluida en solucion de hibridacion, a una concentracion entre 0,5 y 0,1 pM
y se hibridé a 42°C en cdmara himeda durante toda la noche. Se centrifuga durante 4
min a 2400rpm. El sobrenadante se descarté y las células se lavaron con 2X SSC
durante 5 min, las células se centrifugaron durante 4 min a 2.400rpm. Luego se lava con
1X PBS durante 5 min y se centrifugé durante 4 min a 2.400rpm. Para detectar la
presencia de la sonda de DNA marcada con digoxigenina, las células se incubaron con
anticuerpo anti-digoxigenina conjugado a isotiocianato de fluoresceina diluido 1/200 en
solucién de bloqueo, durante 2 h, luego se centrifugé durante 4 min a 2400rpm, se
descartd el sobrenadante y se lava 2 veces durante 5 min con 1X PBS, se centrifuga
durante 4 min a 2.400rpm. La fluorescencia se evalué en un microscopio Olympus
BX51 con sistema de epifluorescencia o se conservaron en PBS 1X con azida de sodio

0,1% vy en oscuridad, para su posterior anélisis mediante citometria de flujo.
y p

4.7.- Tincion de elementos subcelulares:
4,7.1.-Tinciéon nuclear mediante DAPI:

Para identificar el nucleo celular con fines de comparacion se utilizd tincién con
DAPI (4'-6-Diamidino-2-fenilindol), compuesto fluorescente que forma complejos con
el DNA de doble hebra, principal componente del niicleo celular. Posterior al protocolo
de hibridacién in situ, las células se lavaron con PBS 1X, y posteriormente se incuban en

PBS 1X con 10 pg/ml DAPI durante 15 min. Posteriormente las células se lavan con
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PBS 1X y se procedio al montaje para microscopia de epifluorescencia y posterior

observacion excitando a una longitud de onda de 350 nm.

4,7.2.-Identificacién de mitocondrias por microscopia de epifluorescencia:

Para efectos comparativos, se utilizo MitoTracker”™ (Molecular Probes) para
visualizar 1a ubicacién de las mitocondrias en contraste con la marca obtenida para el
mtRNA no codificante. Células 42/95 crecidas en portaobjetos de 8 pocillos (Labtek
Chamber Slide®, Nunc), hasta un 70% a 80% de confluencia, fueron lavadas con medio
GKN (1X PBS, 10 mM glucosa, 10 pM rojo fenol) y se les agregé medio completo
(RPMI 1640 con Glutamax® y 25mM HEPES, suplementado a una concentracién final
de 100 U/ml penicilina G, 100 pg/ml sulfato de estreptomicina y 10% de suero fetal
bovino) con 70 nM de MitoTracker® Red. Se incub6 durante 30 min a 37°C, y
posteriormente se lavo con PBS 1X durante 5 min. Las células fueron fijadas en RPMI
1640 con 10% SFB y 4% paraformaldehido durante 10 min y posteriormente lavadas
con PBS 1X. Los portaobjetos se conservaron entre 2° C y 8° C en oscuridad por un

méximo de 7 dias.

4.7.3.-Inmunocitoquimica para detectar PCNA:

Para determinar la coexpresién de los ncmtRNAs y el antigeno nuclear de
proliferacion celular (PCNA) se utilizé la deteccién inmunocitoquimica de este antigeno
en conjunto con FISH. Durante realizacién del protocolo de FISH, tras los lavados
posteriores a la hibridacion, se lavo las células con PBS 1X y se incubaron con

anticuerpo monoclonal anti-PCNA hecho en ratén, en solucién de bloqueo, por 2 h a
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temperatura ambiente. Se lavé con PBS-BSA 2% por 5 min, y se incubd con anti-IgG de
raton conjugado a Alexa Fluor™® 555 para detectar el PCNA y con anticuerpo anti-
digoxigenina conjugado a FITC para detectar la sonda hibridizada. Se lavé con PBS 1xy

se procedié a montar para observar bajo el microscopio de epifluorescencia.

4.8.-Microscopia de epifluorescencia:
4.8.1.-Microscopia de epifluorescencia para FISH de esparcido celular:
Sobre los portaobjetos en los cuales se realizé FISH se agregé 10 pl de DABCO o

de Fluoromount™®

(Southern Biotech) y luego se utilizé un cubreobjetos para cerrar la
muestra. Se observé bajo el objetivo de 40X (400X aumento total) en un microscopic de
epifluorescencia Olympus BXS51, utilizando un filtro citbico (excitacién de 506 y

emisién de 529 nm). La documentacién fue realizada con una cdmara digital para

microscopia (Qimaging digital camera) con el software QCapture Pro (Qimaging Corp.)

4.8.2.-Microscopia de epifluorescencia para FISH en monocapa celular:

En portaobjetos de 8 o 16 pocillos, se descart6 la solucion PBS 1X presente, luego
utilizando el dispositivo proporcionado por el fabricante se desmontaron los pocillos del
portaobjetos; se agreg6 3 ul de DABCO o de Fluoromount™® (Southern Biotech) por
pocillo y Iuego se utilizé un cubreobjetos para cerrar la muestra. Se observé bajo el
objetivo de 40X (400X aumento total) en un microscopio de epifluorescencia Olympus
BX51, utilizando un filtro ctbico (excitacion de 506 y emisién de 529 nm). La
documentacién fue realizada con una cdmara de microscopia (Qimaging digital camera)

con el software QCapture Pro (Qimaging Corp.)
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4.9.-Citometria de flujo:

El analisis de la marca obtenida por FISH en suspension se realizo mediante
microscopia de epifluorescencia, detallado en el punto anterior, y ademds mediante
citometria de flujo en el Laboratorio de Inmunologia de la Facultad de Ciencias de la
Universidad de Chile.

Posterior al protocolo de FISH, se Hevd la muesira a una concentraciéon de 500.000
células/ml en PBS 1X y se procedid al andlisis en el citémetro de flujo (Becton
Dickinson FACScan) bajo la direccion de la Dra. Marfa Rosa Bono. Se utilizé un
anticuerpo anti-digoxigenina conjugado a FITC y anticuerpo anti-FITC conjugado a
Alexa Fluor™® 488, detectado mediante emisién de fluorescencia en el rango de los 530
nm, al ser excitado por un laser de Argén a 488 nm. Se tomd un minimo de 10.000
eventos por muestra y la adquisicion de datos se realizé6 mediante el programa Cell
Quest (Becton Dickinson). Los andlisis de datos se realizaron utilizando el programa

WinMDI 2.9 (hitp://facs.scripps.edw/wm29w98.exe).
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S5.-RESULTADOS:

5.1.-Expresion de los ncmtRNAs:
5.1.1.-Expresion diferencial de los nemtRNA sentido y antisentido en células
tumorales:

Para corroborar los resultados anteriormente descritos en nuestro laboratorio se
realizé HIS en cultivos de células 42/95, HL60 y Devernelle, como modelos de células
tumorales. Las células 42/95 son adherentes y crecen en forma de monocapas, mientras
que las células HL60 y Devernelle crecen en suspension lo que las hace buen modelo de
células tumorales circulantes.

En todas las células se detecta ncmtRNA sentido, observandose en células 42/95
una marca perinuclear, mientras que no es posible observar marca para el ncmtRNA
antisentido (Figura 7). En las células HL60 y Devernelle la marca es mas dificil de
localizar, debido a la pequeiia cantidad de citoplasma (Figura 7B y 7C). Estos resultados
corroboran que existe una expresion diferencial de estos transcritos en células tumorales,
detectable mediante HIS. Se utiliz6 la sonda 185 as como control positivo y la sonda

ISAV4 como control negativo.
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Figura 7.- Determinacién de la expresién de los ncmtRNA sentido y antisentido en
lineas tumorales humanas:

Determinacién de la expresion de los ncmtRNA sentido (;) y antisentido (2)
mediante hibridacién in situ con la sonda 912as-DIG y 912s-DIG respectivamente en
cultivos primarios humanos. Para evidenciar la hibridacion de las sondas, las células se
incubaron con anti-digoxigenina conjugada con fosfatasa alcalina como esta descrito en
materiales y métodos. Células de melanoma 42/95 (A), HL60 (B) y Devernelle (C),
expresan solamente ncmtRNA sentido, mientras que no es posible detectar el transcrito
antisentido. Se utilizo la sonda 18S as (+) como control positivo y la sonda ISAV4
como control negativo (-). Objetivo 40X.




5.1.2.-Expresion diferencial de nemtRNA sentido y antisentido en células tumorales
mediante FISH:

Con el objetivo de establecer un punto de comparacion entre la técnica de HIS en
fase solida y de HIS fluorescente en suspension, se realizé FISH en cultivos celulares
correspondientes a células tumorales, 42/95, HL60 y Devernelle. Se analiz6 la expresion
del nemtRNA sentido y antisentido, asi como el 18S rRNA. Como sonda ne relacionada
se utilizé la sonda ISAV4 as-DIG. Para detectar la sonda hibridada mediante
microscopia de epifluorescencia, se reveld utilizando un anticuerpo anti-digoxigenina
conjugado a isotiocianato de fluoresceina (FITC, Roche). En las células estudiadas, se
observa marca para el ncmtRNA sentido (Figura 8, subindice ;), mientras que no se
observa sefial para el ncmtRNA antisentido (Figura 8, subindice »). En las células 42/95
se puede observar una distribucion perinuclear para el ncmtRNA sentido, coherente con
los resultados obtenidos anteriormente (Figura 7). Los controles 18S as (+) e ISAV (-)

mostraron los resultados esperados.
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8.- Expresiéon del nemtRNA sentido y antisentido en lineas celulares tumorales
revelada mediante FISH. La expresion del ncmtRNA sentido (;) y antisentido (2) fue
evaluada mediante FISH en las lineas tumorales HL60 (A), 42/95 (B) y Devernelle (C),
utilizando la sonda 912as-DIG y 912s-DIG para detectar el ncmtRNA sentido y
antisentido respectivamente. Se observa una clara expresion diferencial de los transcritos
en las tres lineas celulares, obteniendo sefial de hibridacion para el transcrito sentido (A,
B,, C;), mientras que no se aprecia una sefial para el transcrito antisentido (A2, Bz, C).
Este patrén de expresién es el mismo para las tres lineas celulares. Como controles de
hibridacién se utilizo la sonda 18S as-DIG (+) e ISAV4 as-DIG (-) para cada tipo
celular. Los insertos en cada fotografia representan una imagen en microscopia de fase
del mismo campo de la muestra. Objetivo 40X.
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5.1.3.-Expresién de los ncmtRNA sentido y antisentido en células normales
proliferantes:

Para evaluar la expresién de los ncmtRNA en células normales, se realizé
hibridacion in situ en cultivos primarios de no més de 4 pasajes de fibroblastos de
médula 6sea, células endoteliales de cordéon umbilical humano (HUVEC) y
queratinocitos de prepucio humano. Para detectar ncmtRNA sentido y antisentido, se
utilizé la sonda 912as-DIG y 912s-DIG respectivamente. Como se describié
anteriormente, como control positivo se utilizé la sonda 18Sas-DIG para detectar IRNA
18S, mientras que se utilizé como control no relacionado la sonda ISAV4as-DIG
antisentido para virus ISAV. En células HUVEC, fibroblastos de médula ésea y
queratinocitos de prepucio humano se puede detectar tanto el nemtRNA sentido como el
transcrito antisentido (Figura 9). Estos resultados muestran una diferencia en el perfil de
expresion de estos tramscritos entre células normales proliferantes y células
correspondientes a distintas lineas tumorales humanas, especificamente para el transcrito
no codificante mitocondrial antisentido. Los controles 188 as (+) e ISAV (-) mostraron

los resultados esperados.
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Figura 9.- Determinacion de la expresién de los ncmtRNA sentido y antisentido en
células normales proliferantes:

Determinacién de la expresion de los ncmtRNA sentido (;) y antisentido (2)
mediante hibridacion in situ con la sonda 912as-DIG y 912s-DIG respectivamente en
cultivos primarios humanos. Para evidenciar la hibridacién de las sondas, las células se
incubaron con anti-digoxigenina conjugada con fosfatasa alcalina como esta descrito en
Materiales y Métodos. Queratinocitos de prepucio humano (A), células HUVEC B)y
fibroblastos de médula 6sea (C) de no mas de 4 pasajes, expresan tanto ncmtRNA
sentido como antisentido, con una marca de similar intensidad. Se utiliz6 la sonda 188
as (+) como control positivo y la sonda ISAV4 como control negativo (-). Objetivo 40X.
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5.1.4.-Determinacion mediante FISH de Ia expresion de los nemtRNAs en células
normales proliferantes:

Para el objetivo fundamer;tal de esta tesis, se estudié mediante FISH la expresién
del nemtRNA en cultivos primarios de células HUVEC, fibroblastos de médula osea y
queratinocitos de prepucio humano, como modelos de células normales en proliferacion.
De igual manera, se utilizé las sondas de DNA 912as y 912s para detectar Ia expresion
del ncmtRNA sentido y antisentido, respectivamente. Como control positivo se utiliz6 la
sonda 18Sas-DIG. Como sonda no relacionada se utilizo la sonda ISAV4as-DIG.
Podemos apreciar sefial de hibridacion tanto para nemtRNA sentido como antisentido en
células HUVEC, fibroblastos de médula dsea y queratinocitos de prepucio humano
(Figura 10), corroborando el resultado observado mediante inmunocitoquimica (Figura
9). Es importante mencionar que la intensidad de la marca es similar para ambos

transcritos, y que el 100% de las células presenta marca. Se utilizé la sonda 18S as como

control positivo y la sonda ISAV4 como control negativo.
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Figura 10.- Determinacién de la expresién de los ncmtRNA sentido y antisentido en
cultivos primarios de células normales proliferantes mediante FISH:

Determinacion de la expresion de los ncmtRNA sentido (1) y antisentido (2)
mediante hibridacién in situ fluorescente con la sonda 912as-DIG y 912s-DIG
respectivamente en cultivos primarios humanos. Para evidenciar la hibridacién de las
sondas, las células se incubaron con anti-digoxigenina conjugada con FITC.
Queratinocitos de prepucio humano (A), células HUVEC (B) y fibroblastos de médula
sea (C) de no més de 4 pasajes, expresan tanto ncmtRNA sentido como antisentido, con
una marca de similar intensidad. Como control positivo se utiliz6 la sonda 18S as (+) y
como control negativo la sonda ISAV4 as (-).Los insertos en cada fotografia representan
una imagen en microscopia de fase del mismo campo en la muestra. Objetivo 40X.
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5.1.5.-Determinacion de la expresion de los ncmtRNAs en células no proliferantes:
Se realizd FISH en linfocitos humanos en reposo como modelo de células
normales no proliferantes (Figura 11). Los linfocitos fueron obtenidos mediante
hemélisis hipoténica de muestras de sangre de un individuo sano. Los linfocitos no
presentan expresion de ncmtRNA sentido ni antisentido, coincidiendo con resultados
anteriores de nuestro laboratorio, (Santander, 2004). Similares resultados se obtuvieron

con linfocitos de otros donantes sanos.

ncmtRNA sentido
T4

Figura 11.-Determinacién de la expresion de los ncmtRNAs en linfocitos en
reposo:

FISH en linfocitos humanos en reposo para determinar la expresion del ncmtRNA
sentido (A) y antisentido (B). Practicamente no es posible observar marca para ninguno
de los transcritos. En el panel B se observa un linfocito marcado de un total de 35
células en el mismo campo. Los insertos en cada fotografia representan una imagen en
microscopia de fase del mismo campo en la muestra. Objetivo 40x.
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5.1.6.-Co-expresién del antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA) y Ios
nem{RNAs:

Con el objetivo de evidenciar la relacién que existe entre la expresién del
ncmtRNA tanto sentido como antisentido y el estado proliferativo en células tumorales
(melanoma humano, 42/95) y normales proliferantes (queratinocitos de prepucio
humano), se realizé inmunocitoquimica para detectar el antigeno nuclear de
proliferacién celular (PCNA) simultdneamente con FISH en células tumorales y células
normales proliferantes. La inmunocitoquimica para PCNA y el FISH para el transcrito
sentido o antisentido se realizaron en muestras separadas para cada una de estas lineas
celulares. En células tumorales (Figura 12A) existe una co-expresion entre el ncmtRNA
sentido y PCNA mientras que no hay sefial para el transcrito antisentido. En células
provenientes de cultivo primario de queratinocitos de prepucio humano (Figura 12B),
hay co-expresion de PCNA tanto con el ncmtRNA sentido como con el antisentido. El
FISH revel6 la aparicion de una leve marca nuclear tanto para el transcrito sentido como

antisentido, no presente en células tumorales.
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Células 42/95

ncmtRNA sentido ncmtRNA antisentido 18S rRNA
C,

Figura 12A.- Co-expresion de los ncmtRNAs y PCNA en células tumorales:

FISH (;) en células 42/95 utilizando sondas oligonucleotidicas de DNA especificas
para ncmtRNA sentido (A), antisentido (B) y RNA 18S ribosomal como control positivo
(C), realizada en paralelo con inmunocitoquimica para detectar el antigeno nuclear de
células proliferantes (PCNA) (»). La superposicién (3), indica que en células tumorales
existe una coexpresion del ncmtRNA sentido y PCNA, mientras que esta co-expresion
no ocurre con el ncmtRNA antisentido. Objetivo 40X.
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Figura 12B.-Co-expresion de los ncmtRNAs y PCNA en células normales
proliferantes:

FISH (,) Queratinocitos de prepucio humano utilizando sondas oligonucleotidicas
de DNA especificas para ncmtRNA sentido (A’), antisentido (B’) y RNA 18S ribosomal
como control positivo (C’), realizada en paralelo con inmunocitoquimica para detectar el
antigeno nuclear de células proliferantes (PCNA) (2). La superposicion (3), indica que en
cultivo primario de células normales existe co-expresion de ambos transcritos con
PCNA (A’3, B’3).0Objetivo 40X.
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5.1.7.- Determinacion de la especificidad de la reaccién de FISH:

Para confirmar que la marca obtenida por FISH se debe a la deteccion de RNA y
no de DNA mitocondrial, previamente a la HIS, células 42/95 se trataron con una
mezcla de RNAsa A y T o con DNAsa I como esté descrito en materiales y métodos. La
figura 13 muestra el resultado de un FISH para detectar ncmtRNA sentido y antisentido,
sin tratamiento previo (A), tratado con RNAsa (B) y con DNAsa (C).

El tratamiento con RNAsa elimina completamente la sefial de hibridacion, tanto
para el ncmtRNA sentido como para el control positivo 188 rRNA, lo que demuestra
que la marca obtenida es debido a la hibridacién de la sonda con RNA. La contratincién
con DAPI muestra que el DNA celular estd intacto y que no hay hibridizacién entre la
sonda y éste. No se observa marca para el nemtRNA antisentido.

Al tratar con DNAsa, se observa una disminucién de la intensidad en la tincién de
DAPI debido a la degradacion del DNA celular, pero no se observa diferencia en el
resultado de FISH en comparacion con la muestra sin tratamiento, confirmando el

resultado anterior.
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Figura 13.-Efecto del tratamiento con RNAsa o DNAsa en la sefial de hibridacion
obtenida mediante FISH:

FISH y tincion con DAPI en células 42/95 (A), con previo tratamiento de RNAsa
(B) y DNAsa (C). La marca para rRNA 188 (;), ncmtRNA sentido (;) desaparece al
tratar la muestra con RNAsa antes de realizar la hibridacion (B, y B; respectivamente).
Como es de esperar, no hay deteccion del ncmtRNA antisentido (). Al tratar las
muestras con DNAsa (C) podemos observar una disminucion de la tincion con DAPI,
pero la marca para los ncmtRNA y para el 18S rRNA permanece idéntica a las muestras
no tratadas. Los insertos en cada fotografia representan una imagen en microscopia de
fase del mismo campo en la muestra. Objetivo 40X.
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5.2.-Optimizacién del método de FISH:
5.2.1.-Sondas oligonucleotidicas marcadas con FITC en el extremo 3°:

Con el objeto de lograr una sefial mas especifica de FISH para ¢l ncmtRNA, se
utilizé la sonda 912 sentido y antisentido marcadas en el extremo 3’ con FITC ( 912s-
FITC y 912as-FITC ), evitando utilizar anticuerpo secundario, y asi tedricamente
obtener una sefial mas especifica. Ademds, se utilizd una concentracién de sonda que
vari6 desde 0.025 pM hasta 1 uM (Figura 13).

En células 42/95 es posible visualizar una marca definida para el ncmtRNA sentido
a una concentracién de 0.25 M, la cual incrementa al utilizar una concentracién de 1
uM (Figura 14, comparar A; con A3) A concentraciones de sonda inferiores a 0.25 pM
no es posible distinguir una clara sefial de hibridacién (Figura 14, A;). En el caso del
nemtRNA antisentido, no es posible observar sefial de hibridacion en los rangos desde
0.05 pM hasta 1 pM de sonda oligonucleotidica. Tanto para el control negativo (ISAV)
como el positivo (185 rRNA) los resultados son los esperados en el rango de

concentraciones de sonda utilizadas en los experimentos (Fig. 14, C y D).
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Figura 14.-Efecto de la concentracion de la sonda fluorescente:

Con el objetivo de obtener una sefial de hibridacién mas especifica, células 42/95
se hibridaron con la sonda 912as-FITC (A) y 912s-FITC (B) a concentraciones de 0.05
uM (subindice ), 0.25 uM (subindice ;) y 1 uM (subindice 3). A una concentracion de
0.050 pM no es posible detectar sefial de hibridacion para el ncmtRNA sentido (A),
mientras que sobre 0.25 uM se obtiene también una sefial positiva. Para el ncmtRNA
antisentido, no es posible detectar sefial de hibridacién en el rango de concentracion
estudiado. En C) se muestran los controles positivos (18S as-FITC) y en D) se muestran
los resultados del control negativo (GFP-FITC) a las distintas concentraciones
analizadas. Los insertos en cada fotografia representan una imagen en microscopia de
fase del mismo campo en la muestra. Objetivo 40X.
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5.2.2.- Uso de sondas oligonucleotidicas de mayor tamaiio:

Tomando en cuenta que el tamaiio de las sondas oligonucleotidicas utilizadas es
menor a las utilizadas para FISH en la literatura (Urisman y col, 2006), existe la
posibilidad que la hibridizacién entre la sonda y el transcrito blanco no sea optima y que
el hibrido se disocie parcialmente durante los lavados y obteniéndose una sefial de
hibridacion de menor intensidad. Ademads, la presencia de digoxigenina y su brazo o el
grupo FITC en el extremo 3’ podria causar un grado de impedimento estérico para una
hibridizacion total de la sonda. Por lo tanto, para determinar si la seiial de hibridacion
dependia del largo de la sonda, se disefiaron versiones de 40 nucledtidos de las sondas
18S as, ISAV, 912s, 912as, 1535s y 1535as (Tabla 1) consistentes en la adicion de 10
nucledtidos a cada extremo de la sonda original, Para mantener la especificidad, se
aumento la temperatura de hibridacion de 42°C a 50°C.

En células 42/95 pudimos observar, que la sefial obtenida con la sonda 912as de 40
nt fue similar al obtenido con la sonda de 20 nucleétidos (Figura 15, A). La sonda 912s
de 20 o 40 nt no presenta sefial de hibridacion (Figura 15, B). Sorprendentemente, en el
caso de la sonda 1535as, la sefial de hibridacion se pierde al utilizar la sonda de 40
nucledtidos de largo, en contraste con la clara sefial que se obtiene al usar la sonda
1535as de 20 nucledtidos de largo que es comparable a la obtenida con las sondas 912as
(Figura 15 C). La sefial de hibridacion para la sonda 1535s fue negativa en ambos casos
(Figura 15, D). Se utilizé Ia sonda 18Sas positivo y la sonda ISAV como negativo
(Figura 15, E y F respectivamente). Los controles positivo (sonda 18S as) y negativo

(sonda ISAV) dieron los resultados esperados.
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Figura 15.-Comparacién de FISH utilizando sondas 20 y 40 nucleétidos de largo:

Se realizo FISH en células 42/95 utilizando las sondas 912as-DIG (A), 912s-DIG
(B), 1535as-DIG (C), 1535s-DIG (D), 18Sas-DIG (E), ISAV4as-DIG (F), cada una en su
versién de 20 nucleétidos (subindice ) y 40 nucleétidos (subindice ). La intensidad de
sefial para el ncmtRNA sentido es similar al utilizar la sonda 912as de 20 nt (A1) y 40 nt
(A,) mientras que no hay sefial de hibridacion para el ncmtRNA antisentido al utilizar la
sondas 912s, y 1535s en sus dos tamafios. Sorprendentemente, no hay una clara sefal
para el ncmtRNA sentido utilizando la sonda 1535as de 40 nt (C,) mientras que la
misma sonda de 20 nt produce una clara marca de hibridacion (C,). Objetivo 40X.
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5,2.3.-Utilizacion simultinea de varias sondas:

Para amplificar la sefial de hibridacion se planted utilizar una serie de sondas
complementarias a secuencias de distintas regiones de la molécula de nemtRNA tanto
sentido como antisentido. Te6ricamente, las moléculas de ncmtRNA estarian hibridadas
con cada una de las sondas, lo que amplificard la intensidad de la sefial de hibridacion
(Figura 16).

Al realizar este experimento en células 42/95, la sefial de hibridacién para el
ncmtRNA sentido mostrd tener en todas las células la misma distribucién subcelular que
la sefial obtenida al utilizar las sondas por separado, pero con un notable aumento de la
intensidad de la fluorescencia (Figura 17 D). Es importante hacer notar que siempre
que se utiliz6 una sola sonda (Figura 17 A, B o C; o Figuras anteriores), la sefial de
hibridacién fue menor que la obtenida con el control positivo 18S TRNA. En cambio, al
utilizar las tres sondas, las sefiales de hibridacion son comparables en intensidad con la
del 18S rRNA (Figura 17, comparar D con E). En el caso de la sefial de hibridacién para
el ncmtRNA antisentido, no hubo un aumento significativo en la intensidad de
hibridacién al utilizar distintas sondas simultineamente, mostrando que la técnica

mantiene su especificidad a pesar aumentar la cantidad y concentracién de las sondas

(Figura 16 D).
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Figura 16.-Esquema de la hibridizacién de distintas sondas oligonucleotidicas
especificas para el ncmtRNA sentido y antisentido:

Tres pares de sondas especificas para los transcritos hibridan en distintas zonas del
nemtRNA sentido y antisentido. En rojo la secuencia correspondiente al transcrito
sentido del gen 16S ribosomal, en azul la secuencia correspondiente al transcrito
antisentido. Estas sondas son utilizadas simultaneamente durante la hibridacion in sifu
con el fin de lograr una marca de mayor intensidad, manteniendo la especificidad del
método.
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Figura 17.- FISH en células 42/95 utilizando multiples sondas:

Células 42/95 fueron hibridadas con las sondas 912as, 1260as y 1535as) en forma
separada o en mezcla (D;). La misma hibridacion en paralelo se realizo con las sondas
sentido separadas (Ai, B, y C; respectivamente) o en mezcla (D;). E y F son los
controles positivo (18S rRNA) y negativo (ISAV4as) respectivamente. Los insertos en
cada fotografia representan una imagen en microscopia de fase del mismo campo en la
muestra. Objetivo 40X.
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5.3.-Desarrollo de un protocolo para FISH en suspension:

Uno de los objetivos de esta tesis era desarrollar un protocolo de FISH para CTCs,
es decir células en suspension y por lo tanto para desarrollar este objetivo se utilizaron
células HL60. Sin embargo, el protocolo de FISH descrito anteriormente (ver Materiales
y Meétodos) inducia una masiva lisis celular, por lo cual, se analizé6 cada paso del

protocolo de FISH para optimizar la hibridacién en celulas en suspensién.

3.3.1.- Cambio de agente permeabilizante por uno no detergente:

Se realizé la hibridacion en células HL60 en suspension, utilizando distintos
agentes permeabilizantes (Figura 18). El uso de detergentes como 0.3% Triton X-100
(B), 0.1% Tween 20 (C), producian una gran cantidad de lisis y agregacion celular, Sin
embargo, al utilizar 8 mM B-mercapto Etanol en 1X PBS (Fig. 18, D) se aprecia una
conservacion de la morfologia celular, mientras que aun existe una permeabilizacién
suficiente para obtener una buena sefial de hibridacion. Aunque el uso de agentes
detergentes en concentraciones menores (0.05% y 0.01%) no producia lisis celular, atin
persistia un grado de agregacion celular y una disminucién considerable del porcentaje

de células marcadas.
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Figura 18.- Efecto de la permeabilizacién en la morfologia de células HL60 al
realizar hibridacién in situ.

Células HL60 fijadas (A) fueron hibridadas permeabilizando con 0.3% Triton X-100
(B), 0.1% Tween 20 (C) y 8nM B-mercapto Etanol en 1X PBS (D) durante 10 min. El
resultado de la hibridacion corresponde al uso de anticuerpo anti-digoxigenina
conjugado a fosfatasa alcalina. Al evaluar los resultados de la hibridacion in situ, se
aprecia un alto porcentaje de lisis celular al utilizar agentes detergentes para
permeabilizar, mientras que el uso de 8mM B-mercapto etanol mantiene la morfologia
celular y la eficiencia de la marca. Objetivo 40X.
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5.3.1.1.- Porcentaje de recuperacion celular:

Un aspecto importante en el desarrollo de este protocolo era maximizar la
recuperacion de células posterior a la hibridacién in situ en suspension. Al utilizar
detergentes como permeabilizantes, la recuperacion celular una vez finalizado el
protocolo ascendia a un promedio de 2.1 x 10° células, de un niimero inicial de 1.0 x 108
células, correspondiente a un 21 % de recuperacién. Utilizando 8mM B-mercapto etanol
como agente permeabilizante, obtuvimos un 64% promedio de recuperacion celular,
desde 1.0 x 10° células iniciales. Mientras que al eliminar el sulfato de dextrano de la
solucién de hibridacién y eliminar el lavado con 1X y 0,2X SSC, logramos recuperar un
promedio de 8.25 x 10° células de una muestra inicial de 1.0 x 10° células, equivalente a

un 82.5% de recuperacion.

5.3.2.-FISH en células en suspension:

Una vez optimizado el protocolo para FISH en suspension, se procedid evaluar la
deteccién de los nemtRNA. Tanto células HL60 como células 42/95 tripsinizadas fueron
sometidas a la hibridacion, utilizando las sondas 912as-DIG y 912s-DIG para detectar la
presencia del ncmtRNA sentido y antisentido respectivamente. La sonda 18S as-DIG e
ISAV4as-DIG fueron utilizadas como control positivo y negativo, respectivamente. La
sefial de hibridacion en ambos tipos celulares fue clara para la sonda 912as, observando
una leve marca con la sonda 912s, que corresponde al ruido de fondo como se describié
anteriormente (Figura 19 A,y By)

Debido a que las células no se encuentran adheridas a una matriz sélida, éstas

tienen forma esférica, lo cual hace imposible determinar de manera clara si se mantienen
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la misma localizacion subcelular del ncmtRNA sentido como se observé en FISH
realizado en células adheridas. En ambos tipos celulares, la sefial de hibridacion fue

nitida para el 18S TRNA, y negativa para ISAV (Figura 19, + y — respectivamente).

ncmtRNA sentido ncmtRNA antisentido

HL60

42/95

Figura 19.- FISH en suspension de células HL60 y 42/95:

Se realizé FISH en suspension en células HL60 (A) y 42/95 (B) utilizando la sonda
912as-DIG y 912s-DIG para detectar ncmtRNA sentido (;) y antisentido (2)
respectivamente. Aunque la sefial de hibridacién no es tan intensa comparada con los
experimentos realizados en portaobjetos, se puede apreciar una diferencia entre la
deteccion de los transcritos sentido y antisentido del ncmtRNA. Se utilizé la sonda
18Sas-DIG (+) e ISAV4as-DIG (-) como control positivo y negativo respectivamente.
Los insertos en cada fotografia representan una imagen en microscopia de fase del
mismo campo en la muestra. Objetivo 40X.
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5.4.- Evaluacién de la expresion de nemtRNA mediante citometria de flujo:

El analisis de muestras por citometria de flujo permite una mayor sensibilidad,
capacidad de cuantificar, discriminar entre niveles de fluorescencia muy similares, tiene
alta reproducibilidad de las lecturas y permite identificar eventos de rara ocurrencia.
Estas caracteristicas permiten utilizar este método como una poderosa herramienta a la
hora de comparar la diferencia de expresién de ncmtRNA sentidol. y antisentido en
muestras consistentes de células en suspension liquida, como serian las CTC, otorgando

lecturas mds exactas de fluorescencia, versus un método primordialr;nente cualitativo,

1

1

como lo es la microscopia de epifluorescencia.

|
5.4.1.- Determinacion de la dilucién 6ptima de anticuerpo anti-Digoxigenina
!

1

conjugado a FITC: l

Con el fin de determinar la concentracion adecuada de Eanticuerpo anti-
digoxigenina conjugado a FITC para realizar el analisis de mediante citometria de flujo,
se realizd FISH en suspensién en células HL60 utilizando solamente los controles

positivo (18Sas-DIG) y negativo (ISAV4as), y variando la dilucién del anticuerpo desde

1/50 hasta 1/200. Los resultados muestran que a pesar que en las tlres diluciones de

anticuerpo se obtiene una buena relacion sefial/ruido, a una dilucién de,{j 1/200 se obtiene
|

un mejor resultado, que las demas diluciones utilizadas (Figura 20, A:z, B,, C3). Como

era de esperar, no hay desplazamiento de sefial cuando no se utilizé s?nda (Fig. 20, A,,

|
Bj, Cy) o cuando se us6 la sonda control negativo para ISAV (Figura 20, A3, Bs, G3)

I
|
|
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Figura 20.- Determinacién de la dilucién 6ptima de anticuerpo anti digoxigenina-
FITC para citometria de flujo:

Para determinar la dilucion correcta de anticuerpo anti digoxigenina, se realizo
hibridacién in situ en suspension en células HL60, utilizando s6lo anticuerpo (primera
serie) positivo 18Sas-DIG (segunda serie) y control negativo ISAV4as-DIG (tercera
serie) para tres diluciones de anticuerpo, 1/200 (primera columna), 1/100 (segunda
columna) y 1/50 (tercera columna). El eje de las abscisas representa unidades arbitrarias
de fluorescencia, el eje de las ordenadas representa el nimero de eventos. Para cada
concentracion de anticuerpo, la linea negra representa la fluorescencia de células HL60
tratadas sin sonda, sin anticuerpo. El drea y linea roja representan la fluorescencia
obtenida al utilizar sélo el anticuerpo. El drea verde es la fluorescencia obtenida al
utilizar sonda 0.1 uM y revelar con anticuerpo a las diluciones indicadas.
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5.4.2.-Comparacion de dos metodologias de FISH citometria de flujo:

El objetivo de estos estudios fue analizar si la deteccion de los nemtRNAs sentido
y antisentido mediante FISH y andlisis por citometria de flujo, podia discriminar entre
células tumorales y normales proliferantes con el objeto de extrapolar este conocimiento
a células tumorales circulantes presentes en sangre o médula osea.

La figura 21 muestra un resultado representativo de cuatro hibridaciones de células
42/95 a las cuales se les realizé FISH en suspension y analisis posterior mediante
citometria de flujo. La deteccion de los ncmtRNA mediante uso de sonda marcada con
DIG y anticuerpo anti DIG-FITC, no entregé resultados concluyentes ya que la
diferencia entre las sefiales de hibridacién para cada transcrito no fueron suficientes para
discriminar uno del otro o del control con sélo anticuerpo (Figura 21, panel I). Sin
embargo el sistema discrimina perfectamente el FISH para el 18S rRNA (Figura 21,
panel I, D).

Por otro lado, el uso de sondas marcadas con FITC en el extremo 3’ permitio
discriminar claramente entre la expresion del ncmtRNA sentido del antisentido.
Mientras la sefial del ncmtRNA sentido 5 veces mayor que el control sin sonda, 1a sefial
del transcrito antisentido fue idéntica al del control (Figura 21, panel II, A’, B’).
Ademas, este enfoque experimental también discrimind claramente la sonda control
positivo de la sonda control negativo (Figura 21, comparar B’ con D”). Estos resultados
indican que el uso de sondas de DNA directamente marcada con FITC, es el método mas
apropiado, entre los utilizados, para analizar la expresion diferencial de los ncmtRNAs

sentido y antisentido mediante citometrfa de flujo.
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Figura 21.- Determinacién de la expresién de los ncmtRNAs mediante citometria
de flujo en células tumorales:

En el panel I se grafican los resultados obtenidos al evaluar mediante citometria de
flujo la deteccion de los ncmtRNA sentido (A) y antisentido (B) utilizando sonda de
DNA marcada con digoxigenina y anticuerpo anti-digoxigenina conjugado a FITC, en
células 42/95. En rojo esta representada la sefial obtenida al incubar las células solo con
el anticuerpo para el panel 1 y sin sonda para el panel II. El eje de las abscisas representa
unidades arbitrarias de fluorescencia, el eje de las ordenadas representa el numero de
eventos. C y D representan los controles de sonda no relacionada y 18Sas como control
positivo, respectivamente. En el panel II se grafica los resultados obtenidos al realizar el
mismo experimento, pero utilizando sonda de DNA directamente marcada con FITC en
el extremo 3°. Por este método, es posible detectar la expresion del ncmtRNA sentido
(A’), mientras que no hay sefial de hibridacion al utilizar una sonda de DNA especifica
para el ncmtRNA antisentido (B’). C* y D’ representan los controles de sonda no
relacionada y control positivo respectivamente. Ambos paneles son representativos de 5
experimentos consistentes en 10.000 eventos independientes cada uno.
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5.4.3.-Expresion de los ncmtRNA sentido y antisentido en células normales en
proliferacion:

El siguiente desafio fue determinar si el protocolo de FISH con sondas
directamente marcadas con FITC en el extremo 3’ eran capaces de detectar la expresion
de los ncmtRNA sentido y antisentido en células normales en proliferacion. Para ello se
sometieron células HUVEC a FISH en suspension post-tripsinizacion y anélisis por
citometria de flujo. Como se puede observar en la figura 22, el resultado representativo
de tres determinaciones muestra claramente que citometria permite detectar la expresién
tanto del transcrito sentido como antisentido en las células HUVEC. Estos resultados
fueron confirmados por la clara deteccion del control positivo (Figura 22, D) y la

ausencia de seftal del control negativo (Figura 22, C).
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Figura 22.- Determinacién de la expresién de los ncmtRNAs en células normales
proliferantes mediante FISH en suspensién y citometria de flujo:

Mediante citometria de flujo se determiné la expresion de los nemtRNA sentido
(A) y antisentido (B) utilizando sonda de DNA marcada con FITC, en células HUVEC
post tripsinizacién. En rojo esta representada la sefial obtenida al evaluar células tratadas
sin utilizar sonda. El eje de las abscisas representa unidades arbitrarias de fluorescencia,
el eje de las ordenadas representa el nimero de eventos. C y D representan los controles
de sonda no relacionada y 18Sas como control positivo, respectivamente.
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6.-DISCUSION:

Los RNA mitocondriales no-codificantes.

Existen muchas interrogantes atin por elucidar acerca del proceso de modificacion
post transcripcional que da origen al RNA mitocondrial no codificante sentido y
antisentido, y su rol especifico dentro del proceso de proliferacion celular.

Como su nombre lo indica, existen fuertes evidencias que estos transcritos son de
origen mitocondrial. Las secuencias de ambos transcritos muestran un 99.9% de
identidad con genoma mitocondrial humano. Ademds, podemos encontrar estos
transcritos en mitocondrias aisladas tratadas previamente con RNAsa A, para evitar
contaminacion con transcritos citoplasmaticos. Mas axin, la sintesis de estos ncmtRNAs
es completamente anulada en células DU145, después de tratarlas con rodamina 6G o
células HeLa tratadas con bromuro de etidio, conocidos inhibidores especificos de la
transcripcion mitocondrial (Hayakawa y col, 1998; Williams y col, 1999; Felty y col,
2005). Estos resultados, ademas de constituir fuertes demostraciones de su origen
mitocondrial, descartan, que estos transcritos sean productos de transcripcion de
pseudogenes mitocondriales presentes en el DNA nuclear (Woischnik, M. y col, 2002).

La transcripcién del genoma mitocondrial es un proceso simétrico para ambas
hebras (H y L), dependiendo de promotores distintos y de funcionamiento
independiente, dando origen a transcritos policistrénicos de ambas hebras, que
eventualmente son procesados, obteniendo los distintos transcritos funcionales descritos
(Taanman, J.W. 1999). Sin embargo, la sintesis de los ncmtRNAs (sentido y antisentido)

presenta un desafio adicional. La secuencia de estos transcritos no se encuentira en forma
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lineal en el mtDNA, por lo que su sintesis requiere de procesos post-transcripcionales
aiin desconocidos. Sin descartar otros posibilidades, hipotéticamente, se puede postular
que el proceso de unién del RI (proveniente del transcrito de la hebra L del mtDNA) al
extremo 5’ del 16§ mtRNA podria involucrar una reaccioén catalizada por una RNA
ligasa. Esta ultima enzima juega un rol importante en el proceso de edicion de RNA

mitocondriales en eucariontes inferiores (Blanc y col. 1999).

Expresion de los ncmtRNA:

Aunque la funcién de los ncmtRNA no estd atin definida a nivel molecular, existen
evidencias entregadas tanto por este trabajo, como por otros realizados en nuestro
laboratorio, que permiten inferir una estrecha relacién entre la expresién del ncmtRNA
sentido y proliferacion celular, Independiente de si se trata de una célula tumoral o
normal proliferante, siempre hay sobre expresion del franscrito sentido. La misma
correlacidon existe en células de ratén (Villegas, 2000; Restovic, 2006). Al contrario,
células humanas o de ratdn en reposo o senescentes no expresan el ncmtRNA sentido.
Un estudio que confirma el papel que juega este transcrito en proliferacién, fue la
determinacion de la expresion del ncmtRNA sentido en linfocifos circulantes
estimulados con fitohemaglutinina (PHA). Los linfocitos recién aislados de sangre
periférica no expresan el transcrito sentido. Sin embargo, al estimularlos con PHA, fuera
de entrar en fase S del ciclo celular y sintetizar activamente DNA, sobre expresan el
transcrito sentido. La expresion de esta molécula coincide ademas con la expresién de

antigenos de células proliferantes como Ki-67 y PCNA. En conjunto, estos resultados
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sugieren que esta molécula podria tener una participacion activa durante la compleja
regulacién del ciclo celular.

El ncmtRNA antisentido, por otro lado, se expresa en células proliferantes
normales, mientras que su expresion es reprimida en células tumorales. Estos resultados
nos permiten especular que el ncmtRNA podria modular la funcién del ncmtRNA
sentido, ya que existe una alta probabilidad de interaccion entre estos transcritos debido
a la complementariedad se sus secuencias. Existen evidencias experimentales de
interaccién y modulacién de transcritos no-codificantes funcionales por sus homdlogos
antisentido. El ejemplo mas representativo es el del transcrito Xist y su antisentido Tsix.
Xist es un RNA no-codificante encargado de Ia induccién de la heterocromatizacién de
uno de los cromosomas X durante la compensacion génica en mamiferos hembra. Por
otro lado, la accién de Xist es reprimida por el RNA no-codificante proveniente del gen
antisentido apropiadamente llamado Tsix (Xist al revés), proveniente de uno de los
cromosomas X que eventualmente permanecerd activo. Este transcrito antisentido
interacciona por complementaridad de bases con Xist, inactivando su funcién biolégica
(Lee J.T. y col, 1999, 2003; Shibata y Lee J.T, 2003). Este mecanismo de regulac'ic')n
podria ser andlogo al que podriamos estar observando en una célula normal en
proliferacién, en la cual el ncmtRNA antisentido cumpliria un rol modulador de la
funcién del transcrito sentido en el ciclo celular. Como la caracteristica mas notoria de
una célula tumoral es la desregulacion del ciclo celular, la represién de la sintesis del
ncmtRNA antisentido serfa un mecanismo adicional de desregulacién que ocurriria

durante la transformacién neoplésica.
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Desarrollo de FISH fluorescente en suspensién y andlisis mediante citometria de
flujo:

Uno de los objetivos fundamentales de este trabajo fue desarrollar una metodologia
de FISH que permiticra la deteccién de los transcritos en células tumorales circulantes,
para lo cual fue necesario desarrollar un protocolo de hibridacion in situ fluorescente en
suspension Hquida. Ademds esta metodologia no presentarfa problemas para el posterior
analisis por citometria de flujo. La resistencia mecanica de las células en suspension es
considerablemente menor que la de las células que se encuentran adheridas a una matriz
s6lida formando una monocapa. Por lo tanto, fue necesario realizar ajustes al protocolo
de tal manera de disminuir al méximo la pérdida de células debido al tratamiento. Estos
cambios involucraron nuevos métodos de permeabilizacion y alteracién del protocolo de
hibridacién. Con estas modificaciones pudimos aumentar el porcentaje de recuperacién
desde menos de un 20% con el protocolo inicial, hasta un 80% utilizando el protocolo de
hibridacién desarrollado.

Otro de los objetivos fue mejorar la sefial de FISH utilizando variaciones en la
manera de detectar la sonda hibridada mediante tres métodos. El primer procedimiento
fue utilizar sondas de DNA marcadas directamente con FITC en el exiremo 3°. Existen
reportes clasicos que afirman que este método tiene una mayor especificidad y
sensibilidad que el uso de otros métodos de deteccién (Bauman J.G, 1981, 1985). Sin
embargo, los resultados mostraron que la sefial de hibridacién era menor que la obtenida
con sonda de DNA unida a digoxigenina y revelada con anticuerpo anti-digoxigenina
marcado con FITC. La razén de este resultado puede deberse a que solo hay una

molécula de fluoréforo por sonda, en comparacitn a muiltiples residuos de FITC unidos
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al anticuerpo. Sin embargo, paradéjicamente, se demostré posteriormente por citometria
de flujo que el uso de sondas marcadas con FITC, era mucho mds adecuado que con el
uso de anticuerpo.

El segundo método utilizado fue el disefio de sondas de DNA de mayor tamafio.
Segun la literatura, sondas para hibridacion in situ varfan su tamafio desde varios cientos
de nucleétidos, (Urisman A. y col. 2006) hasta 20 nt como en el presente irabajo. Sin
embargo, de acuerdo a los resultados obtenidos con sondas disefiadas de 40 nt, no hay
una mejoria en la calidad de la sefial de hibridacién. Mas aun, para la sonda 1535as
sorprendentemente se pierde la sefial de hibridacién al utilizar la sonda de 40 nt,
mientras que existe una clara marca cuando se usé la sonda de 20 nucledtidos
complementaria a la misma region del transcrito (Figura 14). Esta pérdida de sefial
podria deberse a que mieniras m4s larga es una sonda, hay mas probabilidades de que
¢sta forme estructuras secundarias muy estables. Asimismo, también es més probable
que el blanco también esté formando estructuras secundarias complejas y por lo tanto,
una sonda de menor tamafio tendria mejor acceso a la secuencia blanco. Como se mostré
en la introduccién, el ncmtRNA sentido tiene un asa de 40 nt, sin embargo, por la
torsién inducida por la regién doble hebra del transcrito, esta asa adquiere una estructura
de dificil acceso.

Finalmente, se logro amplificar la sefial de hibridacién mediante el uso simultaneo
de tres sondas especificas para el ncmtRNA sentido y antisentido. El uso simultineo de
las sondas 912, 1260 y 1535 para FISH resulté en una sefial més intensa para células
tumorales (células 42/95) que sélo una sonda. Més interesante, es que la presencia de los

mismas tres sondas pero con secuencias complementarias a los ncmtRNAs antisentido
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no mostraron marca. Si bien es cierto, estos resultados fueron observados mediante
microscopia de fluorescencia, su extrapolacién a citometria de flujo es mdis que
razonable.

La citometria de flujo es una mejor aproximacién experimental para el analisis de
FISH en suspensién por varias razones: 1) nos brinda una visién mds cuantitativa y
sensible que el andlisis por medio de microscopia de epifluorescencia. 2) Por medio de
la citometria de flujo se puede analizar todas las células dentro de una muestra, lo que
permite una deteccién més eficiente en eventos de baja ocurrencia. 3) En relacion a
diagnéstico, citometria de flujo es mds facil de automatizar en comparacién con
microscopia de fluorescencia.

El resultado més promisorio de este trabajo es que es posible discriminar entre
células normales proliferantes y tumorales. Pese a que estos experimentos solo se
realizaron en poblaciones uniformes de cultivos de lineas celulares, el hecho de poder
diferenciar poblaciones de células tumorales de normales mediante microscopia de
fluorescencia y citometria de flujo es promisorio para el futuro desarrollo de métodos de
detecci6n de células tumorales circulantes. La sangre posee muchos tipos celulares, entre
los cuales se encuentran linfocitos, monocitos, eosinéfilos, baséfilos, ete. Sin embargo
estas células no deberian influir en el resultado final de la citometria. Como se mostré en
este trabajo, la fraccién de células blancas no mostraron sefial fluorescente post-FISH.
Alin asi, frabajos futuros deberian determinar un “cut-off” en el analisis por citometria de

flujo.
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Trabajos futuros:

Mediante el uso simultineo de varias sondas fue posible amplificar de manera
especifica la intensidad de fluorescencia para FISH en células adherentes y medianie
microscopfa de fluorescencia (Figura 17). Esta misma aproximacion debe ser
implementada para FISH y citometria en células en suspensién de manera de aumentar
el desplazamiento del pico de sefial de las células positivas con respecto a las negativas y
los controles. Esta implementacion permitira tener un método mds claro para discriminar
entre células normales y tumorales. Otro punto importante en ¢l cual se debe trabajar es
la determinacién y cuantificacién del minimo de células que se puede detectar mediante
el método desarrollado en esta tesis. Existen reportes donde se describe la deteccion de
alrededor de 12 células epiteliales por ml de sangre en pacientes con metastasis,
mediante andlisis por citometria de flujo, (Racila y col. 1998, Allard y col, 2004), la cual
es una meta posible de alcanzar dada la especificidad de la marca y la sensibilidad del
método de citometria de flujo.

La deteccién de células tumorales circulantes mediante FISH y citometria de flujo
puede también ser utilizada a futuro para identificar células leucémicas y el andlisis de
muestras de médula ésea, en busca de células tumorales que aparecen en enfermedad

residual post-tratamiento.

71




7.~-Conclusiones:

- Mediante FISH se puede demostrar la expresion diferencial de nemtRNA sentido como

el transcrito antisentido en lineas celulares humanas.

- El desarrollo de un protocolo de FISH en suspensién permite determinar

eficientemente la expresién de los ncmtRNAs en muestras de células suspendidas en

medio acuoso.

- Mediante FISH en suspensién y citometria de flujo es posible diferenciar poblaciones

de lineas celulares tumorales de células normales proliferantes,
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