D S g S/
DE LA REPUBLICA Institut Pasteur

URUGUAY

Tesina de grado

Estudio de la localizacion
subcelular de diferentes
construcciones de PIWILA1
en linea celular de
cancer de colon

Sofia Montenegro

Orientadora: Dra. Maria Rosa Garcia-Silva

Laboratorio de Gendmica Funcional, Institut Pasteur de Montevideo



Resumen

Recientemente, se ha reportado que las proteinas PIWI, especialmente PIWIL1, constituyen
una via no caracterizada previamente en el proceso oncogénico capaz de regular el ciclo
celular de la célula tumoral. Esto provoca que resulte muy novedoso determinar cuales son
los mecanismos por los cuales PIWIL1 actia ya que estos pueden significar la generacion
de nuevos biomarcadores diagnésticos y/o blancos terapéuticos en cancer.

Aun queda mucho por conocer acerca de la expresiéon de las proteinas PIWI fuera de su
contexto fisioldgico candnico, en la linea germinal. Entre estas incégnitas, se encuentra la
dinamica subcelular de PIWIL1 a lo largo del ciclo celular. Por ello, intentamos aproximarnos
a la caracterizacion de la localizacion de PIWIL1 mediante el clonado de cuatro
construcciones de dicha proteina taggeada tanto con eGFP y mRuby para su
sobre-expresion en la linea celular modelo de cancer de colon humano, Caco-2. Las
construcciones consisten en: E1-E3 (Exones 1-3) que incluye la NLS (sefal de localizacion
nuclear) predicha, E10-E21 (Exones 10-21) que incluye el dominio PIWI pero no la NLS,
E1-E21 (Exones 1-21) correspondiente a la Isoforma 1 completa de PIWIL1 que incluye la
NLS, y E4-E21 (Exones 4-21) correspondiente a la Isoforma 2 que carece de la NLS.

A la hora de abordar los clonados propuestos, enfrentamos dificultades sobre todo en las
construcciones de mayor tamano. Se pudo llegar al clonado en vectores de expresion
planteados para las construcciones E1-E3 y E10-E21, pero no asi para E1-E21 y E4-E21.
Los resultados obtenidos permitieron aproximarse a la localizacion subcelular de PIWILA1.
Ademas se generd una herramienta que a futuro serd utilizada por el grupo para realizar
estudios del ciclo y division celular tanto in vitro como in vivo, profundizando asi en la
comprension de esta proteina en el contexto oncogénico.
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1- Introduccion

1.1 Pequenos ARNs no codificantes.

Hasta principios de este nuevo siglo, el campo de estudio de la biologia molecular se
basaba mayoritariamente en la comprension de aspectos que de alguna forma u otra
estaban vinculados a las proteinas (Grolthans & Filipowicz, 2008). Si bien se conocian
ARNs funcionales como los tARNs (ARNSs transferencias) y rARNs (ARNs ribosomales),
estos participan en la sintesis proteica por lo que no habia elementos contundentes que
generaran un cambio de perspectiva. No fue hasta el momento en que se logré secuenciar
el genoma humano, cuando se conocid que aproximadamente sélo un 1-2% corresponde a
genes codificantes para proteinas (Djebali et al., 2012; Taft et al., 2007). La transcriptémica
permitié notar como la mayoria del genoma se transcribe en ARNs que no se traducen
(ARNs no codificantes), lo que abrié las puertas a la consideracion de que estos ARNs en
realidad tuvieran un rol funcional y/o regulatorio en el organismo.

En la actualidad se sabe que estos ARNs no codificantes actian como componentes
estructurales, enzimaticos y regulatorios para una variedad de procesos celulares y se los
puede clasificar por su tamano. En general, se consideran como ARNs pequefios aquellos
con menos de 40 nucleétidos, y como ARNs no codificantes largos aquellos que superan los
70 nucledtidos. Los de mayor largo son muy variables en cuanto a su tamafo y participan
en diversos procesos tales como splicing y produccién de ribosomas (GroBhans &
Filipowicz, 2008). Por otro lado, los ARNs pequefios no codificantes se vinculan
principalmente a mecanismos de silenciamiento génico mediante la asociacion con
proteinas de la familia Argonauta. Estas proteinas, son guiadas por estos pequefios ARNs
no codificantes hacia ARNm, por ejemplo, reclutando asi la maquinaria de silenciamiento y/o
degradacién de los mismos (GroBhans & Filipowicz, 2008). Ademas, se ha reportado que en
algunos casos reconocen ARNs que se estan transcribiendo, induciendo la formacién de
heterocromatina especifica en el ADN para inhibir la expresién de dicho gen. Entre estas
modificaciones que pueden inducir en la cromatina se encuentran tanto cambios en las
marcas epigenéticas, como re-arreglos cromosomicos (Siomi & Siomi, 2009).

Tabla 1. Principales tipos de ARNs producidos en las células y sus respectivas funciones descritas.
Extraido de Molecular Biology of the Cell, 7th Edition.

Principal Types of RNAs Produced in Cells

Type of RNA Function

mRNAs Messenger RNAs, code for proteins

rRNAs Ribosomal RNAs, form the basic structure of the ribosome and catalyze protein synthesis
tRNAs Transfer RNAs, central to protein synthesis as the adaptors between mRNA and amino acids

Telomerase RNA | Serves as the template for the telomerase enzyme that extends the ends of chromosomes

snRNAs Small nuclear RNAs, function in a variety of nuclear processes, including the splicing of pre-mRNA

snoRNAs Small nucleolar RNAs, help to process and chemically modify rRNAs

INcRNAs Long noncoding RNAs, not all of which appear to have a function; some serve as scaffolds and regulate
diverse cell processes, including X-chromosome inactivation

miRNAs MicroRNAs, regulate gene expression by blocking translation of specific mMRNAs and causing their
degradation

siRNAs Small interfering RNAs, turn off gene expression by directing the degradation of selective mRNAs and

helping to establish repressive chromatin structures

piRNAs Piwi-interacting RNAs, bind to piwi proteins and protect the germ line from transposable elements
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Los pequefios ARNs clasicos se clasifican en miARNs (microRNAs), siARNs (small
interfering RNAs) y piARNSs (piwi-interacting RNAs), basandose en su tamano, el origen de
su biogénesis, y tipos de proteinas asociadas (Ghildiyal & Zamore, 2009; Kim et al., 2009).
En los ultimos afios ha cobrado relevancia una nueva subfamilia de pequefios ARNSs, la cual
consiste en los fragmentos de tARNSs, tiARNs (ARNs derivados de ARN transferencia).
Cabe destacar que nuestro grupo de trabajo ha sido pionero en la descripcién de estos
nuevos ARNs reguladores desde su inicio (Garcia-Silva et al., 2010a, 2012).

Sorprendentemente, en el mismo momento en que el grupo del Dr. Alfonso Cayota
reportaba una nueva familia de pequefios ARNs no codificantes, también se observé que
existia un ortélogo de la familia Argonauta (AGO/PIWI) en Trypanosoma cruziy se propuso
la designacion genérica de PIWItryp para dicha proteina (Garcia-Silva et al., 2010a,b).
Posteriormente, este informe, junto con otros, concluyd que la subfamilia de proteinas PIWI
esta altamente conservada en la evoluciéon de procariotas a eucariotas. Siendo este trabajo
uno de los primeros en describir los tiARNs como una nueva clase de ARNs que podrian
estar asociados a proteinas Argonautas PIWI y liberarse al espacio extracelular
(Garcia-Silva et al., 2010a,b, 2012, 2014).

1.2 piARNs

Los primeros piARNs fueron descubiertos en células de la linea germinal de Drosophila
melanogaster en el afio 2001, como ARNs implicados en el silenciamiento de genes y de
elementos transponibles (Aravin etal., 2001). En dicho momento se consideré que lo
observado era tan solo una variante del mecanismo general de interferencia, por lo que no
se los expuso como un nuevo grupo hasta mas adelante. En 2006, mediante
inmunoprecipitacion se comprobé que estos ARNs se asociaban a PIWI, un clado de
proteinas Argonautas distinto al que los otros pequefios ARNSs interactuan; esto se vio tanto
en testiculos de raton (Aravin et al., 2006; Girard et al., 2006; Grivna et al., 2006) como en la
linea germinal de Drosophila (Vagin et al. 2006). Ademas se reportd que los piARNs eran
generados de forma independiente de las proteinas Dicer (Vagin et al. 2006), una diferencia
particular con los otros pequefios ARNs. Estos hallazgos llevaron a la agrupacion de estos
ARNs en un nuevo grupo. Ademas, permitid que se especule la existencia de una
maquinaria ancestral relacionada con piARNs que podria haber evolucionado hacia una via
mas sofisticada en eucariotas evolucionados.

Los piARNs tienen aproximadamente 30 nucleédtidos, siendo los mas largos entre los
pequeios ARNSs clasicos. Con algunas pocas excepciones, todos los animales utilizan
piARNs para reprimir transposones (Cecere et al., 2012; Gu et al., 2012; Ruby et al., 2006).
Su funcién canénica es el silenciamiento (clivaje) de transcritos de TEs (elementos
transponibles) en el citoplasma de células germinales. Los TEs constantemente invaden
genomas eucariotas pudiendo incorporarse a los mismos. Es por ello que la via de
proteinas PIWI juega un rol clave en mantener la integridad del genoma del hospedero
(Brennecke etal.,, 2007; Gunawardane etal., 2007; Reuter etal., 2011). En algunos
animales, los piARNs operan a nivel nuclear silenciando TEs nacientes mediante metilacion
y cambios represivos en las histonas (Aravin et al., 2008; Kuramochi-Miyagawa et al., 2008;
Le Thomas et al., 2013). Otra funcion reportada para los piARNs es la defensa antiviral. Se
ha observado que en metazoarios algunos elementos enddgenos virales (EVEs) también
producen piARNs (Ter Horst et al.,, 2019) sugiriendo que la célula puede usar la via de
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defensa contra transposones, para EVEs. De esta manera, se poseeria memoria de
inmunidad secuencia especifica antiviral, anadloga a la inmunidad de CRISPR-Cas en
procariotas (Ophinni et al., 2019).

Otros estudios recientes también afirman que los piARNs tienen roles a nivel somatico,
entre ellos en D. melanogaster se detectd presencia de piARNSs silenciando transposones
en tejido graso (Jones et al., 2016) y en cerebro (Perrat et al., 2013). En otra revision, se
logr6 mostrar que en artropodos hay presencia de piARNs a nivel somatico, los cuales
actian atacando transposones (Lewis etal.,, 2017). En Schmidtea mediterranea
(platelminto), se demostré que los piARNs son importantes para el mantenimiento y
regeneracion de células madre (Palakodeti et al. 2008; Reddit et al. 2005). También se
reportdé que estos ARNs contribuyen a la generacion de memoria a nivel del sistema
nervioso central del molusco Aplesia californica (Rajasethupathy etal.,, 2012). En
Caenorhabditis elegans, una via de piARNSs inhibe la regeneracién axonal (K. W. Kim et al.,
2018). Estas revisiones dejan en evidencia la incompleta comprension del campo de los
piARNs, ya que estos pequefios ARNs abarcan mas alla de la linea germinal y el
silenciamiento de transposones en este contexto.

A diferencia de lo que sucede con los miARNs y siARNSs, los piARNs candnicos son
sintetizados en locis especificos llamados clusters de piARNs en el genoma. Se producen
como largos transcritos de ARN simple hebra que después son clivados por enzimas
especializadas, independiente de Dicer, en fragmentos de 23-32 nucledtidos (Vagin et al.,
2006). Luego son covalentemente modificados a nivel de su extremo 3', afiadiendo un grupo
2'0-metilo, y son reconocidos por las proteinas PIWI. De esta manera, los piARNs buscan
ARNs complementarios, para poder clivarlos y/o establecer modificaciones a nivel de la
cromatina para que adopte formas represivas, como ya se mencioné (Le Thomas et al.,
2013; Sienski et al., 2012). Se ha propuesto que el sitio donde estan los clusters de piARNs
es inusualmente atractivo como sitio de “aterrizaje” de los TEs, actuando como trampas
para estos (Malone etal.,, 2009), razéon por la cual contienen un récord amplio de
transposones que invadieron en el pasado. De esta forma el genoma contiene una hit list de
transposones que necesitan ser inactivados durante el periodo vulnerable al ataque de
estos en la gametogénesis.

1.3 Proteinas Argonautas

Las proteinas Argonauta se encuentran en Bacterias, Eucariotas y Archaea, las mismas
basandose en su agrupacion filogenética, se clasifican en la subfamilia Argonaute-like
(AGO) vy la subfamilia PIWI-like (PIWI) (Carmell et al., 2002).

Las proteinas Argonautas son de aproximadamente 100 kD y altamente basicas (Cerutti et
al. 2000). Las mismas se componen de 800-1500 aminodacidos, y presentan 3 dominios
principales: PAZ, MID y PIWI. Como ya se hizo una breve mencién anteriormente, su
funcién principal consiste en unir ARNs pequefos reguladores y silenciar la expresion
génica. Al complejo que forman las proteinas Argonautas y las asociadas se le conoce
como RISC (RNA-induced silencing complex).


https://www.zotero.org/google-docs/?P1v7Og
https://www.zotero.org/google-docs/?bEhQ6S
https://www.zotero.org/google-docs/?4m1jzg
https://www.zotero.org/google-docs/?Ly7iBZ
https://www.zotero.org/google-docs/?MWXz91
https://www.zotero.org/google-docs/?s5V8wy
https://www.zotero.org/google-docs/?s5V8wy
https://www.zotero.org/google-docs/?Ti7BXh
https://www.zotero.org/google-docs/?Ti7BXh
https://www.zotero.org/google-docs/?AWCEw2
https://www.zotero.org/google-docs/?AWCEw2
https://www.zotero.org/google-docs/?WffWUK
https://www.zotero.org/google-docs/?ClFfSz
https://genesdev.cshlp.org/content/16/21/2733.long#ref-10
https://genesdev.cshlp.org/content/16/21/2733.long#ref-10

— Bacteria .

Thermus thermophilus Argonaute -
R
1 100 177 72 338 464 685 0509
| ] I | [ [ | ) o aalt )N
o ASBNR S
1 2 i r‘i%ﬁ: &
N 25X ~ pwi
.
~ Archaea
Pyrococcus furiosus Argonaute PAZ
N MID
‘:{»"{‘«'? JJJ.\‘&
1 152 75 362 545 770 2, 5 ‘:'}g
I 1 1 ] I I o L
P R ILL ST
N PAZ __Pwi [ | & eGSRy
12 % TRy <
N -~-,‘Jsi’ -
US¥ PIWI
A
~ Eukaryotes N
PAZ
Homo sapiens Argonaute 2 SB ¢
V., MID
e .
53 140 229 348 a5 578 859 |I' L _Eé}:\\%
| I ! ! ! : s f-"u"--.'r ,\.t‘ \ G
B paz B WD piwi [ A et
L1 L2 N 'quJ{' YA
vt N
i PIWI
\

Figura 1. Imagen extraida de Willkomm et al., 2015 donde se muestra la estructura de algunas
proteinas Argonautas, cada una representante de uno de los tres dominios de la vida. Se observa la
composicién del dominio (izquierda), estructuras (medio), y la distribucion de cargas de superficie
(derecha) (azul: cargado positivamente, rojo: cargado negativamente).

En la primera fila se representan las bacterias, basandose en Thermus thermophilus (PDB: 3DLH),
en la segunda fila, Achaea basandose en Pyrococcus furiosus (PDB: 1U04) y en la tercera fila,
Eucariotas, basandose en la Argonauta 2 del ser humano (PDB: 4EI3) Se evidencia una arquitectura
evolutivamente conservada en todas las Argonautas. (Willkomm et al., 2015).

A nivel tridimensional, los dominios MID y PIWI interaccionan en gran parte de su extension.
El dominio PAZ es llamado asi por encontrarse tanto en proteinas PIWI, Argonautas, y
Zwille. PAZ es responsable de anclar el extremo 3’ del ARN guia, mientras que el dominio
MID une al fosfato 5 del ARN guia. EI dominio PIWI posee una estructura terciaria tipo
ARNasa H con un centro catalitico (Hutvagner & Simard, 2008). Este dominio es el que
realiza el clivaje del ARN blanco mediante su actividad nucleasa dada por una triada
catalitica que suele ser DDH (Asp-Asp-His), aunque puede haber variaciones en el tercer
aminoacido (Rivas et al.,, 2005; Saito et al., 2006). La sustitucion de alguno de dichos
residuos en la PIWI de ratén (MIWI) genera pérdida de funcion en la actividad endonucleasa
contra el ARN blanco (De Fazio et al., 2011; Reuter et al., 2011) evidenciando la importancia
de este motivo para la funcién del sistema.

Cabe recalcar que interesantemente hay proteinas Argonautas que su actividad
endonucleotidica esta inactivada, a pesar de tener sus residuos cataliticos conservados.
Esto permite especular que poseen modificaciones post-traduccionales que contribuyen a la
actividad de clivaje del dominio PIWI (Hock & Meister, 2008).


https://www.zotero.org/google-docs/?syZ8p7
https://www.zotero.org/google-docs/?ZtyugX
https://www.zotero.org/google-docs/?qQvNKw
https://www.zotero.org/google-docs/?2iyFF7
https://www.zotero.org/google-docs/?5XPW8X
https://www.zotero.org/google-docs/?9us0F8

1.4 PIWI

1.4.1 Estructura y funcion de proteinas PIWI

Todas las proteinas de la familia PIWI presentan un dominio PIWI altamente conservado
enriquecido por residuos altamente cargados y basicos (Cox et al., 1998). Las proteinas
PIWI (P-element induced wimpy testis) deben su nombre a que en Drosophila la mutacion
de PIWI inducia deficiencias funcionales en los testiculos. Las PIWI son altamente
conservadas evolutivamente y desempefian un papel crucial en la auto renovacién de
células madre y gametogénesis (Cox et al., 1998; Sharma et al., 2001).

El genoma humano codifica para 4 proteinas PIWI, PIWI-like 1 a 4, codificadas en el
cromosoma 12, 11, 22 y 8 respectivamente (Aravin et al., 2006; Ross et al., 2014; Sasaki
et al., 2003).

Dentro de la linea germinal, las proteinas PIWIs son muy abundantes como asi también los
piARNs. Como se hizo mencion anteriormente, dichos ARNs garantizan la integridad del
genoma de las células germinales (Czech et al., 2018; Jeong et al., 2021) por lo que no
sorprende que se encuentren en mayor nivel en estos contextos.

Un aspecto interesante de las PIWIs es que, frente a mutaciones en sitios especificos del
ARN blanco, el clivaje realizado por PIWI no se ve reducido. Esto se debe a que la
complementariedad parcial de bases del blanco con los piARNs es suficiente para activar su
actividad ARNasa (Gainetdinov et al., 2023). Lo que determina que, a diferencia del clado
AGO vy el reconocimiento de sus ARN blanco, cuando se trata de PIWI los transposones
enfrentan una mayor dificultad para evadir el silenciamiento (Gainetdinov et al., 2023).

En el caso de las AGO de plantas y animales, se requiere de una region semilla candnica
ubicada en el ARN blanco hacia 5 (nucleétidos g2—g8), y el apareamiento debe ser
ininterrumpido desde dicha semilla hasta los nucledtidos mas alla del enlace escindible
(Becker etal.,, 2019). En cambio, las proteinas PIWI se unen a los ARN haya o no
complementariedad con la semilla candnica 5 de su guia, pudiendo el complejo
piARNs-RISC escindir eficientemente blancos que carecen de complementariedad total con
la semilla 5' candnica (Gainetdinov et al., 2023). El clivaje realizado por PIWI requiere de al
menos 15 nucledtidos contiguos que estén apareados con el ARN guia. Cuanto mayor sea
la extension de dicha complementariedad, se podran tolerar mismatches guia:blanco
esencialmente en cualquier posicion (Gainetdinov et al., 2023). Dicha cualidad de PIWI le
confiere una mejor capacidad para procesar nuevos y divergentes transposones endégenos,
sin la necesidad de que aparezcan nuevos pequenos ARN guias.

Las propiedades cataliticas de las proteinas PIWI evolucionaron para evitar que los
transposones escapen del silenciamiento a través de mutaciones y, al mismo tiempo,
conservan suficiente especificidad para evitar que las transcripciones enddgenas del
hospedero, tales como ARNm e IncRNAs, sufran de una represién inapropiada (Gainetdinov
et al., 2023). Esta particularidad, muestra capacidad de distinguir lo propio de lo no propio
tal como lo hace el sistema inmune. Se desconocen cuales son los mecanismos
subyacentes que impiden el ataque de ARN enddgeno.


https://www.zotero.org/google-docs/?gKYtgM
https://www.zotero.org/google-docs/?7PzZG7
https://www.zotero.org/google-docs/?7PzZG7
https://www.zotero.org/google-docs/?r9mppB
https://www.zotero.org/google-docs/?lHj8o7
https://www.zotero.org/google-docs/?lHj8o7
https://www.zotero.org/google-docs/?lztanL
https://www.zotero.org/google-docs/?Q5HZva
https://www.zotero.org/google-docs/?UPsvJA
https://www.zotero.org/google-docs/?VJ2y1a
https://www.zotero.org/google-docs/?VJ2y1a

1.4.2 PIWIL1
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Figura 2. Northern Blot de PIWIL1 en diferentes muestras de tejido humano adulto con su respectivo
control de actina (inferior). Bazo (sp), timo (th), préstata (pr), testiculos (te), ovario (ov), intestino
delgado (in), colon (co), leucocitos sangre periférica (le). Extraido de Qiao et al., 2002.

PIWIL1 en humanos, codifica un transcrito de 3,6 kb que se detecta en gran nivel en
testiculos tal como se ve en la figura 2. El gen para PIWIL1 se localiza en el brazo largo del
cromosoma 12, banda q24.33 (Qiao etal., 2002). La expresion de esta proteina es
especifica de células germinales durante la espermatogénesis (Qiao et al., 2002).

1.5 Cancer de colon como modelo de estudio de PIWIL1
1.5.1 Estructura y funcion del colon

Para introducir las bases fundamentales del modelo de estudio en el presente trabajo, es
necesario hacer una breve mencion a su estructura histolégica y sus funciones en un
contexto anatomofisioldgico. En este sentido, se denomina colon a la porcién del intestino
grueso que procede al ciego y precede al recto. Consta el mismo de tres partes, colon
ascendente, transverso y descendente. Su principal rol se basa en la reabsorcién de fluidos
y electrolitos, asi como la formacién de heces.

A nivel estructural microscépico, el colon se compone de las cuatro capas caracteristicas
del tracto gastrointestinal: capa mucosa, capa submucosa, capa muscular y capa adventicia
0 serosa. Las mucosas, que revisten las paredes de 6rganos huecos, se encuentran en
contacto directo con la luz tubular. Posee dicha mucosa, un epitelio de revestimiento que
esta en contacto con la luz del érgano, luego una lamina propia de tejido fibrocolagenoso
laxo. En el caso de los 6rganos que componen el tubo digestivo, se cuenta con una mucosa
muscular compuesta de musculo liso.
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Figura 3. Mucosa del colon, glandulas de Lieberkiihn en corte transversal. Técnica:
Hematoxilina-Eosina. Preparado disponible en el microscopio virtual del Departamento de Histologia
y Embriologia de la Facultad de Medicina, Universidad de la Republica.

Las Criptas de Lieberkiihn, también llamadas glandulas intestinales, son glandulas
exocrinas tubulares de epitelio simple que corresponden a las invaginaciones de forma
tubular del epitelio intestinal observadas en la figura 3 y 4. Ocupan desde la luz del tubo
digestivo hasta la capa muscular de la mucosa. En la parte inferior de cada cripta tal como
se ve en la figura 4, se encuentran una pequefa cantidad de células madre dividiéndose
constantemente para dar lugar a células progenitoras amplificadoras (Samuelson, 2018).
Estas células progenitoras se dividen en varios tipos de células epiteliales que forman el
revestimiento intestinal. Las células diferenciadas continian migrando hasta alcanzar la
region apical de la luz de la cripta, y son responsables de producir enzimas digestivas,
sustancias bactericidas y péptidos reguladores.

En colon a las Criptas de Lieberkiihn se les refiere como criptas colonicas. Una de las
principales diferencias con las situadas en el intestino delgado, es que las células
caliciformes (que secretan moco) se vuelven mas frecuentes y carecen de células de
Paneth (células inmunitarias especializadas) (Samuelson, 2018). En colon tampoco hay
presencia de vellosidades intestinales (que si estan presentes en el intestino delgado).
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Figura 4. Estructura genérica de Cripta de Lieberkihn, extraido de Nature, Samuelson, L. C, 2018.
En la misma se observa la base con el nicho de células madre intestinales, las cuales generan hijas
altamente progenitoras capaces de diferenciarse en los distintos tipos celulares caracteristicos de las
criptas.

1.5.2 Cancer de colon y PIWIL1

El cancer por su parte, es un grupo de enfermedades genéticas y/o epigenéticas. Estas
enfermedades son multicausales y tienen en comun que involucran el crecimiento celular
descontrolado. Cada cancer tiene sus caracteristicas unicas, y esta variabilidad implica que
virtualmente el mismo puede desarrollarse en cualquier tejido corporal. Hay dos categorias
principales de genes cuya expresion y modulacién juega un rol muy importante en el
desarrollo del cancer. En sus formas normales estos controlan el ciclo celular ya sea
promoviendo el crecimiento y division celular (protooncogenes), o inhibiendo (supresores
tumorales).

Dentro de los distintos canceres, el cancer colorrectal (CCR) es uno de los que mayor
incidencia y mortalidad posee, tanto a nivel mundial como en nuestro pais. De hecho, en
Uruguay si se consideran ambos sexos en conjunto, ocupa el segundo lugar tanto en
incidencia como en mortalidad. Tomando en cuenta datos del Ministerio de Salud Publica,
cada afio, se diagnostican en todo el territorio nacional unos 2000 casos por afio y fallecen
aproximadamente 1000 personas a causa de CCR. Aproximadamente un 4% de los
uruguayos seran diagnosticados con CCR en algin momento de sus vidas.

La mayoria de los CCR son adenocarcinomas, los cuales se forman en las células
epiteliales que secretan liquido o moco. Se estima que el proceso de transformacion
maligna de los adenomas (tumor benigno) podria ser de aproximadamente 10 afos. Se
trata de un cancer potencialmente evitable o detectable en una etapa temprana de su
desarrollo (Mandel et al., 1993).
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Figura 5. En A y B se grafica la Expresion de PIWIL1 en distintos érganos, extraido de The Protein
Atlas. En A se observa la expresion de PIWIL1 en pacientes oncolodgicos de la base de datos TCGA
(The Cancer Genome Atlas). En B se observa lo mismo pero para pacientes sanos de la base de
datos GTEx (Genotype-Tissue Expression). En C, se esquematiza la correspondencia entre las
muestras (samples) de pacientes de TCGA, el tumor primario a nivel de colon y un aumento en la
expresion relativa de PIWIL1 (en rojo). Los pacientes de GTEx se corresponden con el tejido normal
(Solid Normal Tissue) y una menor expresion relativa de PIWIL1 (azul). Con respecto a tejido sélido
normal (solid tissue normals) indica tejido cercanos al tumor de pacientes con CCR (dichas muestras
son limitadas).

La expresion aberrante de PIWIL1 y otras proteinas pertenecientes a la via de los piARNs
han sido reportadas en cancer (Li et al., 2020; Shi et al., 2020), incluido en CCR (Genzor
et al., 2019; Wang et al., 2015). Entre otras proteinas que se han encontrado aumentadas
se encuentra HENMT1, enzima que genera el marcaje del extremo 3’ con la O metilacion de
los piARNs (Begik etal.,, 2020). El aumento en los niveles de expresion de PIWIL1 en
cancer se puede apreciar en la figura 5 A y B donde se muestra informacién obtenida a
partir de dos bases de datos diferentes, TCGA, de pacientes oncoldgicos y GTEXx, de
pacientes sanos. Se observa como PIWIL1 estd aumentada en pacientes con CCR (asi
como en otros tipos de cancer como testiculos, tiroides y gastricos). En la figura 5C se
esquematiza la correlacion entre los pacientes no sanos con CCR y la mayor expresion de
PIWIL1.
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Figura 6. Expresion de PIWIL1 en pacientes sanos (A) donde se encuentra localizada principalmente
en las bases de las criptas vs pacientes con CCR (B) donde se observa su amplia distribucion en el
Adenocarcinoma (muestras de Tissue Array, tincion realizada mediante inmunohistoquimica por
Garcia-Silva et al., en preparacion).

Tal como se aprecia en la figura 6A en muestras de tejido normal derivadas de colon,
PIWIL1 se observa en el nivel del nicho de la cripta del colon, asemejandose a la
localizacion canénica de PIWIL1 en células madre de Drosophila (King etal., 2001;
Szakmary et al., 2009).

Resultados preliminares del grupo arrojan indicios de que PIWI, concretamente PIWIL1,
desempefa un papel clave en regular la progresion del ciclo celular en CCR. La expresion
de PIWIL1 se puede detectar en distintos linajes celulares derivados de CCR, tal como se
ve en la figura 7 (Garcia-Silva et al., en preparacion). También se observo que cuando estos
linajes se someten a diferenciacion, se pierde la expresion de PIWIL1 (Garcia-Silva et al., en
preparacion). Esto sugiere que la expresion de esta proteina podria estar restringida a
células pluripotenciales y cancerosas .
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Figura 7. RT-PCR de los exones 5-21 para PIWIL1 en diferentes Lineas Celulares de Cancer de
Colon las cuales se indican en cada carril. Hacia inferior se observa un control de actina para cada
una de las lineas correspondientes (Garcia-Silva et al., en preparacion)
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Figura 8. Extraido de Desai et al., 2019. Se muestra el concepto de las células madre cancerosas
(CSC). Las células tumorales son sumamente heterogéneas y contienen en su mayoria células
pobremente tumorigénicas y una pequefia poblacion de CSC. Estas CSC se distinguen
funcionalmente de otras poblaciones por su habilidad de poder reconstruir un tumor si fueran
trasplantadas en un ratén inmunocomprometido.

Es probable que las células cancerosas que se dividen rapidamente adopten y utilicen
mecanismos de auto renovacion similares a los que se utilizan en las células madre y
germinales (resumidos en figura 8). Estas células madre cancerosas (CSC) se caracterizan
por su capacidad de autoregeneracion y habilidad de reconstituir una poblacién sumamente
heterogénea, contribuyendo asi a los mecanismos moleculares de la carcinogénesis. Se
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cree que las CSC tienen un papel fundamental en la iniciacion, progresion y resistencia al
tratamiento del cancer. La reactivacion de las vias bioldgicas que regulan las células madre
y germinales permiten dirigir al tumor a evitar mecanismos como muerte celular programada
y adquirir resistencia a quimioterapia y radioterapias, como a otros farmacos. Las CSC han
sido reportadas en distintos tipos de cancer, incluidos el CCR (Desai et al., 2019), por lo que
poder identificar marcadores especificos de las CSC representa una estrategia terapéutica
prometedora.

Teniendo en cuenta la reactivacion de la via de las PIWI encontrada en CCR consideramos
que este modelo nos permite explorar la intrincada relacion potencial entre PIWIL1 y la
pluripotencialidad en el contexto del tejido colorrectal.

2. Objetivos

2.1 Objetivo General

Obtencién y estudio de localizacion subcelular de diferentes construcciones de PIWIL1
etiquetadas con proteinas fluorescentes en linea celular de cancer de colon.

2.2 Objetivos Especificos

1. Obtenciéon mediante clonado de diferentes construcciones basadas en la secuencia
de la isoforma principal de PIWIL1 obtenida en el genoma de referencia.

2. Caracterizar la localizacion subcelular de dichas construcciones mediante
microscopia confocal.

3. Acercarnos a determinar la localizacion subcelular de PIWIL1 empleando diferentes

marcadores celulares para su co-localizacion.

3. Materiales y métodos

3.1 Diseno de cebadores

Los cebadores para realizar las diferentes construcciones se disefnaron utilizando
SnapGene Viewer basandose en el genoma de referencia (secuencia codificante). Los 4
pares de cebadores debian amplificar: una region que contiene la NLS (senal de
localizacion nuclear) predicha' (Exones 1 al 3), Dominio PIWI (Exones 10-21) que carece de
la NLS, Isoforma 1 PIWI completa (Exones 1-21) e Isoforma 2, que carece de la NLS
(Exones 4-21).

Después de seleccionar las secuencias que se utilizarian como cebadores para cada uno
de los amplicones, se les agregd la secuencia correspondiente para el reconocimiento de

' La prediccion de la NLS fue obtenida a partir del programa “NLS mapper”.
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las ER (enzimas de restriccion) por medio de funciones de SnapGene. Este agregado de
dichas secuencias era necesario para el posterior clonado, y consistio en el sitio de
reconocimiento de EcoR1 para los cebadores directos y de BamH1 para los reversos. Se
consider6 que el porcentaje GC sea el acorde (entre 40 y 60%) y que las temperaturas de
fusién de cada par sean similares, y estén en el rango apropiado (cercana a los 60°C). Para
evaluar la propensién a la formacion de dimeros entre ambos cebadores u horquillas se
utilizé la herramienta bioinformatica OligoAnalyzer de IDT (Integrated DNA Technologies Inc,
USA). También se hizo uso de Primer-BLAST del National Center for Biotechnology
Information (NCBI) para evaluar si dichos cebadores podrian solaparse con otras regiones
de genes. Los cebadores disefados fueron sintetizados por IDT.

El disefio de los cebadores utilizados puede verse en la Tabla 2, donde también se detalla la
region que flanqueaban cada par de cebadores, el largo del amplicon correspondiente y si
poseia la sefal de localizacion nuclear.

Tabla 2. En la primera columna se observan las regiones que flanqueaban cada par de cebadores,
representando cada par una construccion. En la segunda columna, se ven las secuencias
correspondientes a cada cebador en sentido 5—3'. Dentro de cada par las secuencias superiores
corresponden a los cebadores directos (indicadas con “F”) , mientras que los inferiores corresponden
a los cebadores reversos (“R”) . La tercera columna muestra el tamafo del amplicén en pares de
bases (pb) y la ultima columna indica si hay presencia de NLS en el amplicon.

Construccion | Secuencia 5'— 3’ Largo del | NLS
(exones) amplicén
(pb)
1-21 F GAATTCTATGGCGTACAGACACGAGGC 2823 Si
R
GGATCCTAAGCAGAATTCCAGTGACAGATTTGGCTCTCTG
4-21 F GAATTCCATGATCTTGGTGTGAATACAAGG 2304 no
R

GGATCCTAAGCAGAATTCCAGTGACAGATTTGGCTCTCTG

1-3 F GAATTCTATGGCGTACAGACACGAGGC 364 Si

R GGATCCGCTGAATATAACCAGGTTGCTGACT

10-21 F GAATTCAGAGATCACCGACTTGAAGCA 1507 no

R
GGATCCTAAGCAGAATTCCAGTGACAGATTTGGCTCTCTG

3.2 Extraccion de ARN

Para extraer el ARN de las Caco-2 que disponia previamente el laboratorio,en primer lugar
se llevd a cabo un lisado celular en las placas de cultivo utilizando tri-reactivo (Tri reagent o
trizol). Este reactivo se dejo actuar 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se
anadio cloroformo para obtener la separacion de fases: la acuosa (ARN), la interfase (ADN)
y la fase inferior roja organica (proteinas). Se aspir6 la fase acuosa, y se afadié isopropanol
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para precipitar el ARN. Después de sacar el sobrenadante, se le afiadié etanol 70%. Tras
centrifugar y secar el pellet, se resuspendié en agua. El ARN total obtenido se cuantificé por
espectrofotometria (A260).

3.3 Sintesis de cADN

Para la retrotranscripcion se tomé como molde 2 ug del ARN previamente extraido y
cuantificado. Inicialmente, se colocaron 11 pyL de H20 junto con 1 pL de Oligo (dt) a 500
Mg/ml y se sometié a 70°C por 10 minutos, luego se enfrié en hielo. Se continué preparando
la reaccion a un volumen final de 20 pL, utilizando 1 pL de transcriptasa reversa (M-MLV de
Promega), 4 uL del Buffer 5x especifico para la transcriptasa reversa, y 2 yL de dNTPs
(10mM).

La mezcla total se incubé por 50 minutos a 42°C. Luego se detuvo la reaccién por
calentamiento a 70°C por 15 minutos.

3.4 PCR a tiempo final

Tanto los amplicones de interés como los controles de los clonados se amplificaron
mediante PCR a tiempo final. En el caso de los amplicones, se partié de cADN de Caco-2,
mientras que para el control de los clonados se utiliz6 como ADN molde el plasmido
purificado. La reaccion de PCR se llevo a cabo utilizando la ADN taq polimerasa de NZYTaq
Il de alta fidelidad. En todos los casos se realizé la reaccion en un volumen final de 50 uL, 5
U por reaccion de la Tag polimerasa (concentracion stock de 5 U/uL), los cebadores a una
concentracion final de 0,5 pM, los dNTPs a una concentracion final de 0,5 mM cada uno,
Reaction Buffer a 1x y MgCI2 1,5 mM concentracion final.

En todos los casos se prepard un “mastermix” para todas las reacciones y luego se dividio
en los tubos correspondientes, con el fin de evitar errores experimentales.

Las condiciones en las que se llevaron a cabo las reacciones fueron las establecidas por el
protocolo, inicial 95°C 3 minutos, luego 94°C 30 segundos, 60°C 30 segundos, 72°C 2-4
minutos (dependiendo el tamafio del amplicon) durante 30 ciclos. Y por ultimo 10 minutos a
72°C.

3.5 Cuantificacion de acidos nucleicos

La concentracion de acidos nucleicos en solucién incluyendo los productos de PCR, el ADN
plasmidico purificado y el ARN fue determinada por espectrofotometria. Para ello se emple6
el espectrofotometro DeNovix DS-11. En el analisis por espectrofotometria, se mide la
absorbancia de la muestra en diferentes longitudes de onda para obtener un espectro de
absorcién. Mediante este aparato se midié la absorcion de luz a 260 nm dado que a esta
longitud de onda las bases puricas y pirimidinicas de acidos nucleicos presentan un maximo
de absorcion. Se considera que una unidad de densidad 6ptica a 260 nm equivale a 50
g/mL de ADN de doble cadena. Se cuantificdé también la absorcién a 280 nm, ya que las
proteinas presentan absorbancia maxima para dicha longitud, y estableciendo la relacién
con de absorbancia 260/280 se puede estimar la la pureza de los acidos nucleicos. Se
considera que la solucion esta en el rango de la pureza si la relaciéon ronda entre 1.8 y 2.1.
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3.6 Purificacion del ADN

La purificacién de los productos de los PCR se realizé utilizando el kit de NucleoSpin “Gel
and PCR Clean-up, Mini kit". Se siguié el protocolo administrado por el kit, obteniendo el
ADN purificado que eluye por las columnas.

3.7 Digestion

Se utilizaron las enzimas de restriccion BamH1 y EcoR1 20 U/pL. Tal como indicaba el
NebCalculator, se utilizé el buffer r3.1 de Neb. Se incubd la reaccién por 1 hora a 37 °C.

Secuencia que reconoce EcoR1:

55 GGAAT TCUJ
33CTTATAGY

Secuencia que reconoce BamH1:

5 GG AT CC 3
33C CTAIG G5’

El corte se realiza en cada una de las hebras, en las posiciones sefialadas por las flechas
en cada una de las hebras que conforman el ADN doble hebra. En ambas secuencias se
generan extremos cohesivos.

Tabla 3. Reactivos utilizados para las digestiones

Concentracion Volumen
Reactivo Stock Pipeteado
EcoR1 20 U/ uL 1L
BamH1 20 U/ uL 1L
Buffer r 3.1 10x 5.0 ul
ADN - -
Agua Estéril - c.s.p 50 ul
3.8 Ligacion

El plasmido pGEM®-T Easy (Promega) es un vector de clonado AT. Esto implica que en su
conformacion lineal posee en ambos extremos 3’ timidinas, lo que lo hace apropiado para la
insercion y ligacion de productos de PCR en cuyos extremos poseen adeninas terminales.
El kit provee de una ligasa T4 y un buffer de ligacion, que permite que la reaccion se
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complete en 1 hora incubando a temperatura ambiente. Ademas, la secuencia nucleotidica
del vector contiene los promotores T7 y SP6. Ambos promotores se encuentran
flanqueando la region de multiclonaje, que contiene el gen lacZ. Esto ultimo implica que si el
gen de interés se inserta en esta region, las bacterias transformadas pueden ser
identificadas a través del sistema alfa-complementacion (Blanco/azul). Esto se debe a que,
si lacZ se interrumpe y no se expresa Beta-galactosidasa, no se hidroliza el X-gal
(5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranésido) adicionado, que es quien en ultima
instancia produce la coloracion azul.

La induccién de la expresion de lacZ se lleva a cabo utilizando el inductor gratuito IPTG
(isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido). IPTG permite inactivar el represor LAC, dado que
IPTG tiene funcién analoga estructuralmente a la alolactosa. La ventaja de usar IPTG radica
en que es un inductor cuya concentracion permanece constante en el medio de cultivo ya
que la bacteria no lo metaboliza. Una vez dada la unién entre IPTG vy el represor, la ARN
polimerasa puede unirse al promotor y comenzar a transcribir las secuencias codificadas.

Tabla 4. Reactivos utilizados para las ligaciones

Concentracion Volumen

Reactivo Stock Pipeteado
Buffer 2X 5.0 ul

ADN (inserto) - -

Vector 100 ng/ul 1
Ligasa T4 400 U/ ul 1
Agua Estéril - c.s.p 10 ul

Por otro lado, en el caso de los vectores de expresion mEGFP-C1 y mRuby2-N1 (Addgene),
la enzima utilizada para ligar los insertos en ambos vectores fue la ADN ligasa T4 (Neb). Se
incubd la reaccion toda la noche a 4 °C. La relacion inserto:vector fue de 3:1 para todos los
casos.

A)

mRuby2-N1

Figura 9. Secuencias de los vectores de expresion utilizados. A) mRuby2-N1, disponible en
https://www.addgene.org/54614/. B) mEGFP-C1, disponible en https://www.addgene.orq/54759/.
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El vector mMEGFP-C1 (Addgene Plasmid #54759) contiene en el sector de clonado multiple
hacia 5" un sitio de reconocimiento para EcoR1 y hacia 3’ un sitio de reconocimiento para
BamH1. Ademas luego la secuencia de Kosak, codifica para mEGFP, una proteina
fluorescente verde derivada de Aequorea victoria. La misma presenta un pico de excitacién
en 488 nm y un pico de emision en 511 nm.

El plasmido mRuby2-N1 (Addgene Plasmid #54614) es un vector de expresion que al igual
que mMEGFP-C1 contiene en el sector de clonado multiple hacia 5 un sitio de
reconocimiento para EcoR1 y hacia 3’ un sitio de reconocimiento para BamH1. Presenta
esta proteina fluorescente un pico de excitacién de 560 nm y un pico de emisién de 600 nm.

3.9 Transformacion

Para introducir el ADN plasmidico en células bacterianas se utilizaron células
quimiocompetentes. Se utilizd la cepa DH5-alfa de E. coli de alta eficiencia (Neb) dado que
el laboratorio tenia a su disposicion stocks de las mismas.

Para transformar las bacterias quimicamente competentes en cultivo se utilizé la técnica de
shock térmico. Esta consiste en la aplicacion de cambios contundentes en la temperatura
que generan la apertura de poros transitorios por donde se da la entrada del ADN exdgeno,
en este caso ADN plasmidico.

Las bacterias E. coli competentes mantenidas a -80 °C, se colocaron en una cubeta con
hielo por 10 minutos. Se tomaron 5 uL del producto de las ligaciones previas y se mezclaron
con las células competentes. La mezcla se incub6 por 30 minutos en hielo. Luego, se
introdujo la mezcla en un bafio de agua destilada a 42°C por 30 segundos. Inmediatamente
se le volvié a la cubeta con hielo donde se lo dejé 5 minutos. Una vez cumplido el tiempo,
se afiadié 1 mL de medio SOC (Super Optimal Broth) y se cultivaron en tubos falcon 15 mL
en shaker a 37°C por 1 hora. El medio SOC contiene triptona 20 g/L y extracto de levadura
a una concentracion de 5 g/L, 10mM NacCl, 2,5 mM KCI, 10mM MgClI2, 10mM MgSO, 20mM
glucosa.

Por ultimo, se transfirieron entre 100 y 300 uL del cultivo a placas de Petri conteniendo
medio semisolido LB (Luria-Bertani) con agar 1,5% y el antibiético correspondiente. El
medio LB contiene triptona a una concentracion de 10 g/L y extracto de levadura a una
concentracion de 5 g/L. Para mantener el equilibrio osmético dptimo se utiliza NaCl a una
concentracion de 10 g/L.

Para el caso del plasmido pGem-T se utilizdé el antibidtico ampicilina a una concentracion
final de 25 ug/pL para la seleccion del vector incorporado. Para seleccionar las colonias en
medio semi sélido, ademas de la resistencia a antibidtico se utilizé la Seleccién Blanco-Azul,
con IPTG y X-Gal. Como ya se menciono aquellas que hayan incorporado el vector con el
inserto de interés se visualizaban de color blanco. En el caso de eGFP y mRuby estas se
utilizé kanamicina a una concentracion final de 25 pg/pL. No se utilizé IPTG porque ambos
plasmidos carecian del gen lacZ.

3.10 “Colony” PCR

Luego de ftransformar las bacterias con las ligaciones, se emple6é esta técnica para
corroborar la presencia de clones positivos (que contengan las secuencias de interés).
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El ADN molde se introduce tocando con la punta para micropipeta una colonia transformada
y crecida en una placa de Petri con LB agar, e introduciendo luego la punta en el tubo de
reaccion de la PCR el cual contiene 10 uyL de H20. Se expone a 94°C por 10 minutos,
donde las bacterias se lisan por el aumento de temperatura liberando el ADN para poder ser
amplificado. Después, se prepara la reaccion con los reactivos faltantes (cebadores, Taq,
Buffer) a un volumen final de 25 uL. Para el caso de las colonias transformadas con
pGEM-T Easy se utilizd el cebador “M13 Forward”, el cual ya disponia el laboratorio. Para
las “Colony PCR” de mEGFP-C1 se utilizaron cebadores que ya disponia el laboratorio, un
cebador directo especifico del vector y un cebador reverso del exén 9 (solo para E1-E21 y
E4-E21) .

Se utilizé para esto la ADN polimerasa OneTaq de Neb, cebadores a una concentracion final
de 0,5 pM, DNTPs a una concentracion final de 200 uM y el OneTaq Standard Reaction
Buffer a 1x que ya contiene el MgCI2. Las condiciones en las que se llevd a cabo la
reaccion fueron las siguientes:

En primer lugar 94°C 30 segundos. Luego 94°C 30 segundos, 60°C segundos por 30 ciclos
y una extensién a 68 °C dependiendo del tamafio del amplicon por 30 ciclos. Por ultimo una
extension final a 68 °C por 5 minutos seguida de 10°C por 15 minutos. Para los amplicones
de mayor tamano (E1-E21 y E4-E21) se sometid a 4 minutos de extensidon mientras que
para los de menor tamano (E1-E3 y E10-E21) fueron 2 minutos de extension.

3.11 “Microcultivo” PCR

Similar a lo que se realizé con la "Colony PCR” en placas de Petri con LB agar, en este caso
se tomo 1 pL de cada colonia que habian crecido en placas de 96 pocillos y se introduce en
10 pL de agua contenidos en un tubo de reaccién de PCR. Se exponen por 10 minutos a
94°C y se procede de la misma manera que en en la PCR a tiempo final de la “Colony”
PCR, a un volumen final 25 pL.

3.12 Electroforesis

La electroforesis en gel de agarosa es una técnica utilizada para separar fragmentos de
ADN. Al someterse a un campo eléctrico, las moléculas migran a distintas velocidades
basandose en el tamafio en pares de bases y la conformacioén estructural del ADN. Otros
determinantes de la velocidad son el voltaje aplicado, la temperatura, la composiciéon del
buffer de corrida y la concentracidon de la agarosa en el gel. Mediante el agregado de un
agente intercalante de ADN y su posterior visualizacién bajo luz ultravioleta se visualizan la
separacion de los fragmentos de ADN.

En todos las corridas electroforéticas realizadas se utilizaron geles de agarosa al 1 %. Para
la preparacion del mismo, la agarosa se disolvié completamente en buffer TAE 1x utilizando
microondas. Luego se dejo enfriar a temperatura ambiente y se anadid el agente
intercalante, que fue SYBR safe (Invitrogen). Luego de gelificada la agarosa las muestras se
cargaron con buffer azul de carga (Invitrogen). Para la corrida electroforética se aplicé un
voltaje de 1 a 5 V/cm. El Buffer de corrida utilizado fue TAE, que se trabajé a 1x a partir de
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solucién stock 50x. La solucién stock 50X posee una concentracion de 250 g/L de Tris base,
5,7 % acido acético glacial y 0,05 M EDTA.

Para la corrida de las muestras se utilizé el marcador de peso molecular de GeneRuler 1kb
el cual se muestra en la figura 10.
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1X TAE, 7 V/em, 45 min

Figura 10. Marcador de peso molecular GeneRuler ™ 1kb Plus DNA Ladder utilizado para visualizar
el tamafo del ADN en todas las corridas electroforéticas en gel de agarosa 1%. Imagen extraida de
Thermo scientific.

3.13 Crecimiento de colonias

Aquellas colonias que por PCR eran positivas se cultivaron en tubos falcon 15 mL en shaker
a 37°C por 12 horas, con 4 mL de medio LB (con la misma composicién que ya se detallo
en la transformacion, solo que sin agar) y el antibiético correspondiente.

3.14 Extraccion de ADN plasmidico en pequefa escala
(“Miniprep”)

Para la extraccion de los plasmidos de interés se utilizd el kit NucleoSpin Plasmid
(Macherey-Nagel).

Se partié de 4 mL de cultivo de bacterias incubadas con medio LB durante 12 horas con el
antibidtico correspondiente para la seleccién del plasmido y se lo centrifugé a 12000 rpm
por 3 minutos. Luego se continué como indica el protocolo del kit. Se eluyé en todos los
casos con 35 uL de agua destilada libre de ADNasas, a 70 °C.
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En sintesis, se siguié el protocolo que provee el kit comercial que permite aislar el ADN
plasmidico con baja cantidad de contaminantes.

3.15 Preparacion de ADN plasmidico a gran escala (“Midiprep”)

Para la extraccion de los plasmidos de interés se utilizé el kit comercial PureLink HiPure
Plasmid Midiprep (Invitrogen). Se siguio el protocolo tal cual se indicaba en el kit.

Se partio de 200 mL de cultivo de bacterias incubadas con medio LB durante 12 horas con
el antibiotico correspondiente para la seleccion del plasmido y se lo centrifugd a 12000 rpm
y 4°C por 10 minutos.

3.16 Cultivo celular: mantenimiento y propagacion de las
celulas

Se utilizé la linea celular Caco-2 el cual corresponde a células epiteliales derivadas de tejido
coldnico extraido de un hombre de 72 afios con adenocarcinoma colorrectal. En Caco-2 se
refleja el complejo repertorio de células encontradas en la capa epitelial intestinal (Dey &
Bradbury, 2018). Esta linea celular es el utilizado como modelo en cancer de colon
(Sambuy et al., 2005). Se utiliza para investigacion tanto de transporte lipidico y de drogas,
estudio del ciclo celular e infecciones virales. Esta linea celular crece como una monocapa
confluente en soportes de distintos materiales como por ejemplo de plastico.

Como medio de cultivo para las mismas se utiliz6 DMEM-GlutaMax de Gibbco con suero
bovino fetal 10% de Gibbco, el cual se le fue renovando cada 2-3 dias. Para todos los casos
siempre que se utilizé el medio este fue previamente termostatizado a 37 °C en un bafio de
agua. Para el mantenimiento adecuado de las células se hicieron “pasajes” a medida que la
poblacion aumentaba y se encontraba en crecimiento exponencial. Esto se realizé utilizando
tripsina 0,25% (Invitrogen) actuando 5 minutos. Se verificd que las células la disgregacion
de las células mediante observacion al microscopio optico.

3.17 Recuento de células mediante un hemocitometro

Para luego poder realizar la transfeccion de los plasmidos, se sembrd 2x10° células Caco-2
en cada pocillo de una placa de 6 wells, 24 horas previas al experimento. Para ello fue
necesario cuantificar las células, dado que usar un niumero adecuado de estas asegura un
crecimiento 6ptimo, ayuda a tener una mayor eficiencia de transfeccion y favorece una
mejor reproducibilidad de los resultados a futuro.

Para el recuento se utilizé un hemocitdmetro de 10 cuadrados de 0,1 mm? cada uno.

Células totales= (células totales contadas x factor de dilucién x 10,000 células/ml)

cuadrados contados

El factor de correlacion 10* convierte 0.1 mm®a 1 mL.
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3.18 Transfeccion

La transfeccion celular es un método que permite incorporar acidos nucleicos en células
eucariotas. Se utilizé tanto TurboFectina 8.0 (OriGene) y Lipofectamina 3000 (Invitrogen).
La seleccion de las células transfectadas fue realizada con el antibiético G418 (Sigma).

La TurboFectina 8.0 consiste en una mezcla de lipidos/histonas que se suministra en un
80% de alcohol. Para las transfecciones con turbofectina se procediéo de la siguiente
manera: se agregaron 1000 ng del plasmido correspondiente en 250 uL de Opti-MEM de
Gibbco junto con 4 pL de turbofectina. Se incubd por 15 minutos a temperatura ambiente.
Luego se agreg6 la mezcla por goteo utilizando una micropipeta en un pocillo de placas de
6 pocillos. Dicho pocillo contenia las células plaqueadas previamente y 1 mL de medio
DMEM con SBF. Después de 48 horas, se comenzé a adicionar el antibiético de seleccion.

La lipofectamina corresponde a una mezcla de lipidos catidnicos que forma agregados
lipido-ADN que podrian fusionarse sin problemas con la bicapa de fosfolipidos de la célula
huésped e ingresa por endocitosis (Chong et al., 2021). Se utilizaron 600 ng del plasmido de
interés en medio 250 pL Opti-MEM de Gibbco y 1 pL del reactivo P3000 Reagent
(Invitrogenf). Luego se le agregd 100 uL de lipofectamina a una concentracion de 2 yL/mL
y se incubo por 30 minutos a temperatura ambiente. Luego se agrego la mezcla por goteo
utilizando una micropipeta en un pocillo de placas de 6 pocillos. Dicho pocillo contenia las
células plaqueadas previamente y 1 mL de medio DMEM con SBF. Después de 48 horas se
comenzo a adicionar el antibidtico de seleccion.

3.19 Microscopia de fluorescencia

La microscopia de fluorescencia, en sus distintas variedades es una técnica que permite la
observacion de estructuras especificas a nivel tisular y celular mediante la utilizacion de
moléculas fluorescentes. Al combinar fluorocromos con distinta longitud de onda de
excitacion y emision se pueden identificar simultdneamente multiples estructuras celulares
de forma especifica. La imagen observada es el resultado de la radiacion electromagnética
emitida por las moléculas que han absorbido la excitacion primaria y reemitido una luz con
mayor longitud de onda. Para dejar pasar sélo la emision secundaria deseada, se deben
colocar filtros apropiados debajo del condensador y encima del objetivo. Entre esas
variedades se encuentra epifluorescencia, microscopia confocal, etc. El microscopio
utilizado fue el Zeiss LSM 800 que es un confocal laser de barrido que obtiene imagenes
precisas, en tres dimensiones, de las microestructuras y superficies.

Para tomar las imagenes, previamente se le agregd 1 uL de Cell Mask (Invitrogen) ya sea
deep red o green segun correspondiera. Luego se removio el medio de cada pocillo, se fij6
con paraformaldehido (PFA) 4% durante 15 minutos. Luego, las muestras se lavaron con
PBS 1X y se tifieron 5 minutos con 3 uL de DAPI (a partir de un stock a 300 uM; Santa
Cruz-Biotech). El montaje se realizé6 con VECTASHIELD® Antifade Mounting Medium.

Las imagenes se capturaron utilizando un microscopio confocal Zeiss (LSM 800) con el
objetivo 63X de inmersion en aceite. Todos los parametros de adquisicion fueron iguales
entre todas las muestras procesadas en un mismo dia, y solo se compararon directamente
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imagenes obtenidas de esta forma. Las imagenes se analizaron utilizando el programa
ImagelJ.

4.Resultados

4.1 Amplificacion por PCR de las construcciones

A B MPM  E1-E3 ez E1E21  E10-E21
mEGFP-C1:
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Figura 11. Constructos de PIWIL1 recombinantes A) Esquema de proteinas recombinantes de
PIWIL1 taggeadas a proteinas fluorescentes (MEGFPC1 y mRuby2-N1) para su seguimiento por
microscopia confocal. B) Gel de Agarosa 1% tefiido con SYBR-Safe del producto de PCR de las
diferentes construcciones de PIWIL1 en cADN de Caco-2. Las flechas sefialan las bandas
correspondientes al tamafo del amplicon esperado (los tamafios en pares de bases esperados se
encuentran en la tabla 2).

Partiendo de ARN total de Caco-2 se realizé una retrotranscripciéon del mismo con oligodT.
Una vez obtenido el cADN de Caco-2, se procediéo a amplificar las secuencias de interés.
Las 4 construcciones corresponden a diferentes regiones. En primer lugar una region que
contiene la sefal de localizacion nuclear (NLS) predicha (Exones 1-3), regién con dominio
PIWI (Exones 10-21), Isoforma 1 PIWI completa (Exones 1-21) e Isoforma 2, que carece de
la Senal de localizacion nuclear (Exones 4-21). En la figura 11 A se esquematizan las
construcciones objetivo taggeadas a proteinas fluorescentes una vez clonadas en los
vectores de expresién. En la figura 11 B, se observan los productos de PCR con los
amplicones de interés en una corrida electroforética. En el caso presentado, se utilizo el
mismo tiempo de extensién y temperatura de annealing para todos los amplicones, lo que
explica la aparicion de bandas inespecificas. Se observa una banda acorde al tamano
esperado para todas las construcciones (indicadas por las flechas en Figura 11 B). Todas las
reacciones fueron luego purificadas con el kit Nucleospin “Gel and PCR Clean-up”.
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4.2 Clonado en el plasmido pGEM-T y transformacion de E.
Coli

Los diferentes amplicones purificados fueron ligados al vector de clonado pGEM-T easy.
Como ya se mencioné en la seccion de materiales y métodos, la ligacion "T" se facilita
mediante el agregado de adenosinas en los productos de PCRs por la Taq polimerasa.

....................................
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Transfeccion
en Caco-2
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Figura 12. Esquema general del protocolo utilizado para llegar a los plasmidos finales y luego
obtener las imagenes de la localizacidn subcelular de las proteinas recombinantes.

Como se indica en el esquema del protocolo de la figura 12, luego de obtenidos los
productos de ligacién, se transformaron células de E. coli cepa DHb5-alfa
quimiocompetentes. Las colonias transformadas con estos plasmidos fueron incubadas a
37°C por 12 horas y seleccionadas por el sistema de alfa-complementacién y por resistencia
al antibidtico ampicilina. Las colonias transformadas con estos plasmidos fueron
seleccionadas tal como se menciona en la seccion de materiales y métodos.

A partir de colonias blancas obtenidas se realizé “Colony PCR” tal como se ve en la figura
13. De esta manera se corroboro la presencia del inserto de interés en las colonias. Los
productos de PCR se pueden visualizar en la figura 13 del gel de agarosa 1% tefido con
SYBR safe. En la tabla 5 se puede observar el tamafio esperado para los amplicones.
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Tabla 5. Tamarios esperados para la Colony PCR de las transformaciones con el vector pGEM-T
Easy. Como cebador directo se utilizé el “M13 Forward” (Ver materiales y métodos).

Construccion  |Amplicén (pb)

E1-E3 455
E10-E21 1598
E4-E21 2395
E1-E21 2914

Tal como se observa en la figura 13 A, se obtuvo que para E1-E3 todas las colonias
llevaban plasmidos con el inserto de interés (colonias positivas) dado que se visualiza una
banda cercana a los 500 pb. En 13 B se observa que para el caso de E10-E21 se
obtuvieron 4 colonias positivas, ya que la banda corresponde aproximadamente a 1500 pb.
Se manifiesta claramente una diferencia en el tamafo entre algunas de las bandas E10-E21
que puede ser atribuida a la presencia de distintas isoformas de PIWIL1 expresadas en
Caco-2. Para E4-E21, varias colonias eran posiblemente positivas, y se digirieron las
senaladas con el asterisco. En el caso de E1-E21 ninguna fue positiva.

Figura 13. “Colony PCR” de las transformaciones de E. Coli con pGEM-T Easy y los insertos de
interés. A) Construccion E1-E3 B) Construccion E10-E21 C) Construcciéon E1-E21 D) Construccion

E4-E21.
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4.3 Purificacion y digestion

Una vez que se pudieron detectar colonias positivas mediante PCR, se procedi6 a realizar
la preparacion plasmidica a pequefa escala "miniprep"”. Se cuantifico el ADN extraido, y
luego se procedié a digerir el mismo. Para ello se utilizaron las enzimas de restriccion
EcoR1 y BamH1. Si el plasmido posee el inserto de interés mediante la digestién doble de
estas dos enzimas dicho inserto se libera, considerando que los mismos tenian incorporado
los sitios de reconocimiento de dichas enzimas en sus cebadores. En la figura 14 se
visualiza la corrida electroforética para las “miniprep” de las colonias tanto digeridas como
no digeridas. En las “miniprep” digeridas se esperaba visualizar una banda correspondiente
al inserto.

Figura 14. Digestion doble con EcoR1 y BamH1 de los plasmidos pGEM-T ligados a los insertos de
interés. Plasmido Digerido: “D”; Plasmido No Digerido: “ND”.

Como se observa en la figura 15, posteriormente se realizé otro PCR de control de la
“‘miniprep”. Los tamafios esperados son los de la tabla 2, es decir la secuencia completa de
cada uno de los insertos. Esto se realizé para corroborar que el inserto sea el correcto,
sobre todo para los insertos de mayor tamafo. En el mismo pudimos ver que solo las
construcciones con E1-E3 y E10-E21 eran efectivamente positivas (carriles indicados con
asteriscos en figura 15).

A los dos insertos que se comprobé su positividad en este PCR se los extrajo del gel de la
figura 14, y se los purifico. En el caso de E1-E21 y E4-E21 si bien se intentd en reiteradas
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oportunidades y con modificaciones en el método de screening ( “microcultivo PCR”, ver
materiales y métodos), no se logré obtener colonias positivas con los clonados en pGEM-T.
Esto es probablemente debido al gran tamano de estos insertos representando una
dificultad para la ligacion.

Figura 15. Gel de Agarosa del resultado de PCR para las colonias positivas por Colony PCR y que
digeridas liberaron inserto. El asterisco sefiala los carriles donde las PCR fueron positivas.

4.4 Clonado en vectores de expresion con tags fluorescentes y
transformacion de E. Coli

Figura 16. Digestion doble con EcoR1 y BamH1 de los vectores de expresion previo a la ligacion con
los insertos A) En el primer carril se observa el marcador de peso molecular, seguido por el plasmido

mEGFPC1 no digerido, en el tercer carril se observa mEGFPC1 linearizado B) En el primer carril se

observa el marcador de peso molecular, seguido por el plasmido mRuby2-N1 no digerido, en el tercer
carril se observa mRuby2-N1 linearizado.
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Para poder expresar las proteinas recombinantes en células eucariotas de mamiferos, tal
como lo es Caco-2, se necesitan vectores adecuados (con promotor eucariota y con gen de
resistencia al antibidtico G418) para estos tipos celulares, los cuales deben permitir
clonados direccionales. Para ello las secuencias de las construcciones fueron ligadas a los
vectores de expresidn, taggeados a proteinas fluorescentes para poder seguir su
localizacién subcelular y realizar los experimentos posteriores en cultivo celular.

Antes de la ligacion, tal como se ve en la figura 16, se digiri6 ambos vectores de expresién
para que asi puedan generar los extremos cohesivos. En dicho gel, se observan en la
fraccidon no digerida las bandas correspondientes a las distintas conformaciones
plasmidicas.

En el caso de E1-E21 y E4-E21 se ligd directamente con productos de PCR a partir de
cADN vy digeridos con EcoR1 y BamH1. Luego de la reaccion de ligacion entre las
secuencias de las construcciones con los vectores de expresion, se procedié a transformar
bacterias con los productos de ligacién con el fin de propagar el plasmido y poder aislarlo en
altas concentraciones. Se examiné por "Colony" PCR la presencia del inserto de interés en
las colonias transformadas.

N
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Figura 17. Resultado de la “Colony PCR” para el vector de expresién mEGFPC1 . Se observan los
productos de PCR para cada una de las construcciones taggeadas a GFP: A) Construccion E1-E3 B)
Construcciéon E10-E21 C) Construccion E4-E21 D) Construccion E1-E21.
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Tabla 6. Tamaros esperados para la Colony PCR de las transformaciones con el vector mMEGFPCA1.
Se utilizé6 para todos un cebador directo especifico del vector. En el caso de E1-E21 y E4-E21 se
utilizé un cebador reverso del exén 9.

Construccién  |Amplicon (pb)
E1-E3 1114
E10-E21 2254
E4-E21 1486
E1-E21 2005
E1-E3 E10-E21
I _ ‘ J | |
~- WS . o SO e S EEMPMAe w0 @7 -

E4-E21 E1-E21

Figura 18. Resultado de la “Colony PCR” para vector de expresiéon mRuby2-N1. Superior: los
primeros 10 carriles corresponden al vector ligado a la construccion E1-E3. El carril 11, corresponde
al marcador de peso molecular, y los siguientes 10 carriles corresponden a la construccién E10-E21.
Inferior: los primeros 10 carriles corresponden a E4-E21, el carril 11 al marcador de peso molecular, y
los siguientes 10 al E1-E21.

Con respecto a mEGFPC1, los tamafos esperados se exponen en la tabla 6. Los tamafios
esperados para mRuby son los expuestos en la tabla 2 (se amplificaron las secuencias
completas).

En la figura 17 y 18 se observan gel de agarosa 1% tefiido con SYBR safe de las “Colony
PCR”. La altura de la banda esperada para cada construccion se indica con las flechas. En
las mismas se sefald con asterisco las colonias que fueron luego purificadas y enviadas a
secuenciar. Tal como se observa en la figura 18, para E1-E3 y E10-E21 ligada a
mRuby2-N1 resultaron positivas casi en su totalidad, por lo que se eligieron las sefaladas
con asterisco. Las colonias sefialadas con asterisco mediante “Colony PCR” fueron
purificadas mediante “Miniprep” y se enviaron a secuenciar a Macrogen (por secuenciacion
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capilar). Lamentablemente, no pudimos obtener plasmidos positivos para las construcciones
de mayor tamano, E1-E21 y E4-21.

Las secuenciaciones para todos los plasmidos enviados de E1-E3 y E10-E21 resultaron
positivas tanto para mEGFPC1 como para mRuby2-N1 y un ejemplo de las secuencias
obtenidas con sus respectivos cromatogramas se muestran en la Figura 19.

ACCCCAAGTCAGTGTGTGGTGGCCCGAACC

1 120 14

GAAATAGAAAACAATGACTGGGAGAGCCCGAGCCAGAGCCARTACCCCAAGTCA

NLS predicted

Figura 19. Secuencia parciales de los plasmidos secuenciados superpuestas a la secuencia de
PIWIL1. A) Se visualiza (arriba) la secuencia obtenida mediante secuenciacién del plasmido
eGFPC1/PIWIL1 E1-E3 superpuesta a la la secuencia parcial de PIWIL1 (abajo) B) Se visualiza
(arriba) la secuencia obtenida mediante secuenciacién del plasmido eGFPC1/PIWIL1 E10-E21
superpuesta a la la secuencia parcial de PIWIL1 (abajo). En el lado superior de la imagen se visualiza
la secuencia obtenida mediante secuenciamiento del plasmido eGFPC1/PIWIL1 E10-E21, en la parte
inferior la secuencia parcial de PIWIL1 (la esperada), esta vez correspondiente al exén 15 (Dominio
PIWI'y MID)

4.5 Purificacién a gran escala del ADN plasmidico y
Transfeccion de Caco-2

Luego, aquellos plasmidos que resultaron positivos mediante secuenciacién fueron
purificados, realizando la preparacion plasmidica a gran escala "Midi prep". Se obtuvieron
cantidades acordes para el paso siguiente, la transfeccién de células Caco-2.

Dichas transfecciones fueron realizadas tanto con TurboFectina 8.0 de OriGene como con
Lipofectamina 3000 de Invitrogen, tal como se expuso en materiales y métodos.

4.6 Obtencion de imagenes mediante Confocal Zeiss 800

Una vez realizadas las transfecciones, se procedié a tomar las imagenes en el Confocal.
Para ello se fij6 las células y se realizaron los pasos correspondientes. Se utilizd Cell Mask
y DAPI para poder visualizar membrana celular y nucleo, respectivamente.

En la figura 20 se visualiza E1-E3 taggeada a mRuby. Se observa localizacion nuclear de la
construccion E1-E3. También resulta interesante destacar que se aprecian focos de senal
dentro del nucleo, evidenciando una distribuciéon no uniforme de la proteina recombinante
E1-E3. Ademas, resulta destacable que en dichos sectores donde se detecta E1-E3, hay
ausencia de sefal de DAPI. En la figura 21, se observa un control donde se transfectd con
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mRuby2-N1 sin inserto. En dicha imagen se destaca la presencia de sefial en toda la célula,
no solo a nivel nuclear. A partir de estas figuras, se puede concluir que efectivamente hay
una NLS en esa region de la secuencia.

DAPI ADN DAPI ADN

Figura 20. Localizacion de E1-E3 mRuby2-N1, imagen tomada con Confocal Zeiss 800. Transfeccion
realizada mediante Lipofectamina 3000

Figura 21. Control de mRuby2-N1. Transfeccion realizada mediante Lipofectamina 3000. A) Canal
rojo B) Campo Claro C) Ambos canales de rojo y campo claro superpuestos.

Tal como se muestra en la figura 22 se transfecté con E1-E3 faggeada a mRuby2-N1 y
E10-E21 taggeada a mEGFPC1. Se utiliz6 DAPI como marcador nuclear, y el marcador de
membranas plasmaticas Cell Mask, tanto rojo como verde dependiendo del plasmido y su
proteina fluorescente (para mRuby2-N1- Verde, para mEGFPC1 - Rojo). Al igual que para la
figura 20, se puede observar como con la construccién E1-E3 hay sefial Unicamente a nivel
nuclear. Sin embargo, E10-E21 se observa tanto a nivel citoplasmatico como nuclear.

Se visualiza un numero pequefio de células expresando las proteinas recombinantes en

ambos cultivos celulares debido a la baja eficiencia de transfeccion, sumado a que el
antibiético de seleccidén no habia actuado aun.
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E10-E21 PIWIL1 GFP

Figura 22. Evaluacion de la localizacion subcelular de la construcciones taggeadas a proteinas
fluorescentes mediante Confocal Zeiss 800. Transfeccion realizada mediante turbofectina 8.0. A)
E1-E3 mRuby2-N1. B) E10-E21 mEGFPC1

5.Discusion

Las proteinas PIWIs se expresan en una amplia variedad de organismos y su expresion se
puede detectar en células madre pluripotentes y totipotentes (Denker etal., 2008;
Palakodeti et al., 2008; Seipel et al., 2004). A pesar de que las proteinas PIWI han sido
reportadas en diversos organismos y tipos celulares, todavia quedan muchas interrogantes,
como es el grado de expresién de estas proteinas en los tejidos somaticos de los mamiferos
(Ross et al., 2014). Los eucariotas primitivos, donde se estan logrando rapidos avances en
este tema, proporcionan un excelente campo para estas investigaciones (Ross et al., 2014).

En el contexto de la maestria de la Dra. Maria Rosa Garcia el grupo observé como la
maquinaria de silenciamiento génico puede ser rastreada hasta un ancestro comun
eucariota (Garcia-Silva et al., 2010b). Posteriormente, durante el desarrollo del doctorado de
la Dra. Garcia, el grupo continué estudiando tripanosomatidos en los cuales se reportd que
PIWI estaria interaccionando con tiARNs. Ademas, se pudo comprobar que estos tiARNs
son secretados al espacio extracelular en microvesiculas, teniendo roles significativos en la
patogénesis del organismo y comunicacion celular (Garcia-Silva et al., 2010a, 2012, 2014).
Estos hallazgos respaldan la idea de que PIWI estd altamente conservada evolutivamente
en el Dominio Eukarya, y que en un estado ancestral tuvo funciones independientes del
mantenimiento de la via germinal (Horjales et al., 2023).

Cuando se descubrié PIWI en Drosophila, se reporté como esencial para la regeneracién de
células madre (Cox et al., 1998). De hecho, la funcién de silenciamiento de transposones de
PIWI se puede separar genéticamente de su papel en el mantenimiento de las células
madre germinales eliminando una region amino terminal de la proteina donde se encuentra
una sefial de localizacion nuclear (Klenov et al., 2011). Las hembras con dicha mutacion en
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PIWI conservan la capacidad de autorrenovacién de células madre, pero muestran una
drastica bajada en la capacidad de reprimir elementos transponibles, lo que resulta en
esterilidad (Klenov et al., 2011). Klenov et al. propusieron que su funcion en la renovacioén de
células madre en Drosophila normalmente se realizaria en el citoplasma y que es
independiente de la represion de transposones.

En relacién con la expresion de la via piARNs/PIWI a nivel somatico, se ha reportado cada
vez mas su presencia fuera de la linea germinal. Estudios han reportado presencia de
PIWIL1 en células madre hematopoyéticas CD34+ pero no asi en las poblaciones mas
diferenciadas, lo que podria ser indicio de que PIWIL1 tenga un rol en la regulacion del
desarrollo de células madre hematopoyéticas (Sharma et al., 2001). Esto establece una
correlacion intrigante entre PIWIL1 y estados indiferenciados de estas células.

En una linea celular leucémica, la expresion transitoria de PIWIL1 resulté en una drastica
disminucion de las habilidades proliferativas de estas células (Sharma et al., 2001). Sin
embargo en otro estudio en raton, la sobre-expresion del homélogo de PIWIL2 en cultivo de
células hematopoyéticas mostré un aumento en la proliferacion celular (Chen et al., 2007).

Para evaluar estas observaciones conflictivas, se realizdé un triple knockout en ratén de los
homologos de PIWIL1, PIWIL2 y PIWIL4, para el estudio de la posible funcién de las
proteinas PIWI en la hematopoyesis. En dicho estudio, se observd que ninguna de las
PIWIs era requerida para la hematopoyesis adulta normal (Nolde et al., 2013). A pesar de
ello, no se puede descartar por completo que las PIWI tengan un rol en la hematopoyesis.
Surgen preguntas tales, como ¢ Es posible que la funcion de las PIWIs sea redundante con
otras proteinas, como podrian ser las AGO?, ;Podria ser que el contexto fisiolégico y
ambiental en el que se requieren las proteinas PIWIs sea diferente al del ensayo realizado?

Por otro lado, numerosos estudios demuestran la expresion aberrante de las proteinas PIWI
en una amplia variedad de canceres humanos; sin embargo, estos datos son, en el mejor de
los casos, correlativos y es demasiado pronto para decir si las PIWI tienen algun papel en el
cancer (Liu et al., 2006; Qiao et al., 2002; Taubert et al., 2007). En este contexto, resulta
relevante mencionar que si bien no toda expresion aberrante resulta en productos
funcionales con impacto biolégico, se puede considerar que la desregulacién epigenética
caracteristica de células tumorales es analoga en ciertos aspectos a la que ocurre en
células germinales o en células que se encuentran levemente diferenciadas. Por lo tanto,
esto podria justificar la reactivacién de la maquinaria de las PIWI.

La razén subyacente a la expresion ectdpica de las proteinas PIWI en muchos canceres
humanos plantea interrogantes cruciales. ¢ Las proteinas PIWI tienen algun papel activo en
el proceso oncogénico?, ¢Los piARNs se expresan ectopicamente en el contexto tumoral?
En caso afirmativo, ¢cual es su funciéon?

Tampoco hay certezas absolutas de expresidon de piARNs en tejidos somaticos. Las
proteinas PIWI, al ser expresadas aberrantemente en cancer podrian en ausencia de
piARNs canoénicos, estar reclutando circunstancialmente transcritos celulares alternativos,
los piARNs miscelaneos como expuso nuestro grupo (Tosar et al., 2021). Esta interaccion
entre las proteinas PIWI y los miscelaneos-piARNs podria ser en parte responsable de los
efectos pro-tumorales de estas proteinas, al abrir la posibilidad de interacciones con otros
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tipos de moléculas. Si PIWIL1 esta actuando con piARNs canonicos, piARNs miscelaneos,
o independiente de cualquier tipo de ARN no codificante, es una incégnita.

Poco se conoce de PIWIL1 fuera de la linea germinal, y ello incluye su localizacion
subcelular. En humanos, PIWIL1 se ha detectado predominantemente en el citoplasma
tanto en el contexto fisioldgico normal como en cancer (Aravin et al., 2009; Deng & Lin,
2002; Liu et al., 2006, p. 200; Siddigi et al., 2012). En otras revisiones, donde se estudid
cancer esofagico (He etal.,, 2009) y pancreas (Grochola et al., 2008) se ha descrito a
PIWIL1 tanto en el nucleo como en el citoplasma. La localizacion en estos dos
compartimentos es consistente con su ubicacién en células germinales de Drosophila (Cox
et al., 2000).

Hasta la fecha no se ha reportado una NLS para PIWIL1 ni alcanzado una conclusion
definitiva sobre la relevancia funcional de esta distribucién subcelular dual observada en el
contexto oncogénico. ¢Su localizacién en todos los tipos de cancer se asemeja a la
reportada en el contexto germinal? Considerando lo anterior y sumado a que tampoco
existe evidencia de si los diferentes transcritos reportados para dichas proteinas son
responsables de dicha localizacion, es relevante determinar la localizacién subcelular de la
proteina. Basandose en los resultados obtenidos en el presente trabajo, se puede especular
que hay presencia de una NLS en la regién especifica planteada. Sin embargo, al observar
la distribucion de la proteina recombinante E10-E21, la cual presentd tanto localizacion
nuclear y citoplasmatica, no se puede descartar la presencia de otras posibles NLS en
diferentes regiones de la secuencia de PIWIL1.

6.Conclusiones y perspectivas

En el presente trabajo de grado, se pudo generar una herramienta que en experimentos
futuros podra ser utilizada para realizar estudios del ciclo y divisién celular, asi como para
evaluar el interactoma de las construcciones recombinantes. La herramienta generada se
destaca, especialmente, considerando que aun no se ha reportado una NLS para PIWIL1.
Por lo tanto, haber clonado una region (E1-E3) que se localiza en el modelo utilizado a nivel
nuclear es de suma relevancia, ya que dicha localizacion sugiere que efectivamente hay
presencia de una NLS en dicha regidon de la proteina. Es conveniente sefalar que, como se
menciond previamente, no se puede excluir la existencia de otras NLS en otros dominios de
PIWIL1.

También resulta destacable el hecho de que se logro obtener E1-E3 y E10-E21 ligada a
ambos plasmidos utilizados. Como se puede observar en la figura 11, la posicién de las
proteinas fluorescentes en relacién con las construcciones recombinantes no es la misma
para ambos plasmidos. En el caso de eGFP, dicha proteina fluorescente esta ubicada en la
region N-terminal, mientras que mRuby se ubica en la regién C terminal. Esta diferencia
podria influir en el plegamiento tridimensional de las proteinas resultantes de manera
distinta. La funcién bioldgica de las proteinas esta determinada en gran parte por su
plegamiento tridimensional, por lo que la disposicion terminal puede afectar la exposicion de
dominios importantes para la interaccién con otras moléculas celulares. Se podran
comparar diversos aspectos entre las mismas construcciones taggeadas con distintas
proteinas, como por ejemplo la localizacién subcelular de ambas construcciones
recombinantes.
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Adicionalmente, el hecho de poseer las construcciones recombinantes taggeadas a
diferentes proteinas fluorescentes ofrece la posibilidad de realizar co-transfecciones y poder
discernir entre ambas a través de la capacidad de separacion y registro independiente en
los canales especificos de fluorescencia del microscopio confocal. La evaluacion simultanea
de las dos proteinas recombinantes podria arrojar nuevos datos que aun no hemos
estudiado.

Lamentablemente, en estos meses durante los cuales realicé mi tesina, no se logré obtener
el clonado de las construcciones E1-E21 y 4-21. El grupo continuara trabajando para lograr
clonar estas dos construcciones en los vectores de expresion mediante sistemas de clonado
alternativos al clonado “clasico” como lo es “Gibson Assembly”. Por lo tanto, la
caracterizacion de la localizacién de la construccién completa de PIWIL1 se llevara a cabo
prontamente.

Tampoco fue posible realizar el seguimiento en vivo (“live”) de la dinamica de las proteinas
recombinantes debido a que el Confocal Zeiss 880 del Instituto desafortunadamente esta
fuera de servicio. Una vez que el mismo se vea reparado, sera utilizado para seguir la
localizacién subcelular de las construcciones ya logradas y de las dos restantes.
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