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I.A. Receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGFR)

1. Generalidades

Las células estan continuamente expuestas a diversos estimulos, desde factores enddcrinos y paracrinos
solubles, hasta moléculas de sefializacidn provenientes del entorno. Es de vital importancia que estas
sefiales extracelulares sean interpretadas correctamente por la célula, a fin de ejecutar una respuesta
apropiada de desarrollo y proliferacion. La superfamilia de receptores de tirosina-kinasa (RTKs) tiene un
rol fundamental en estos procesos. Mediante la unidn a ligandos peptidicos especificos, son capaces de
integrar esos estimulos externos con las vias internas de transduccion de sefiales, contribuyendo de esa
forma a la habilidad de la célula para responder correctamente a su entorno [1].

Las proteinas conocidas como ErbB pertenecen a la subclase | de la superfamilia de RTKs, que a su vez
consta de cuatro miembros, uno de los cuales, el receptor del factor de crecimiento epidérmico o
“EGFR” (Epidermal Growth Factor Receptor, también llamado ErbB1/HER1) reviste especial interés para
el presente proyecto. Los restantes miembros de esa subclase son el ErbB2/Neu/HER2, el ErbB3/HER3 vy
el Erb4/HER4. Todos ellos tienen en comun un dominio extracelular de unién a ligando, una regién
transmembrana y un dominio citopldsmico con propiedades tirosina-kinasa. Una familia de ligandos,
conocida como “factores de crecimiento peptidicos relacionados al EGF”, se une al dominio extracelular
de los receptores ErbB dirigiendo la formacidn de homo y heterodimeros. La dimerizacién estimula la
actividad tirosina-kinasa intrinseca de los receptores, produciendo la autofosforilacién de residuos de
tirosina especificos dentro del dominio citoplasmico. Estos residuos fosforilados sirven como sitios de
anclaje para moléculas involucradas en la regulacion de las cascadas de sefializacion intracelulares. Por
ultimo, los efectos “downstream” (expresion génica) determinan la respuesta biolégica a la activacion del
receptor [1].

2. Estructura del EGFR

Pese a que existen variaciones en la capacidad de unién a ligando y en la actividad tirosina-kinasa, la
estructura general de los dominios del EGFR es compartida para los 4 receptores ErbB (Figura 1). Todos
son proteinas modulares largas, que estan glicosiladas en sus dominios extracelulares y tienen un peso
molecular de ~180 kDa [2].

El EGFR es sintetizado como un pro-receptor, que incluye un péptido sefial para dirigirlo a su localizacién
celular correcta en la membrana plasmatica. La proteina madura de 1186 residuos (Figura 1) consiste en
un dominio extracelular N-terminal (residuos 1-621), un dominio transmembrana simple (residuos 622-
644), y una regioén intracelular que contiene un sub-dominio yuxtamembrana (residuos 645-684), un sub-
dominio intracelular con actividad tirosina-kinasa (residuos 685-953) y una regién regulatoria C-terminal
no catalitica (residuos 954-1186) [3, 4]. El dominio extracelular glicosilado estd formado por 4 sub-
dominios, 2 de los cuales son homdlogos ricos en Leucina que consisten en B-hélices plegadas (llamados
I y lll), mientras que los 2 restantes son ricos en Cisteina y estan unidos entre si por puentes disulfuro
(Ilamados Il y IV) [3, 4]. El dominio transmembrana es rico en aminoacidos hidrofébicos y estd
flanqueado en el sitio intracelular por una regién yuxtamembrana que tiene un rol regulatorio en la
funcién del receptor. El subdominio catalitico con actividad tirosina-kinasa (PTK) es una estructura
bilobular inusual, dado que a diferencia de otros miembros de la familia de receptores tirosina-kinasa,
no requiere la fosforilacion de un residuo tirosina conservado (Tyr845) para promover la actividad PTK.
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La regién C-terminal contiene gran cantidad de residuos tirosina, que son fosforilados en la activacion del
receptor [5].

EGF, TGF-q, HB-EGF, NRGS
Ligands amphiregulin, epiregulin, NRG1, NFIG4,
epigen betacellulin NRG2 l
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NOTVIE ErbB1, HER1 HER2 HER3 HER4

Figura 1: Receptores ErbB y sus ligandos. Los receptores ErbB consisten en un dominio extracelular (ECD), una
region transmembrana simple (TM) y un dominio intracelular (ICD), que contiene el subdominio tirosina-kinasa
(PTK). La regidn C-terminal contiene los residuos tirosina regulatorios, que son fosforilados cuando se activa el
receptor. Las cruces en el dominio de unién a ligando del ErbB2 y en el dominio tirosina-kinasa del ErbB3 indican su
falta de funcionalidad.

3. Activacion del EGFR

El mecanismo de activacién del EGFR ha sido estudiado en detalle. La homodimerizacién o la
heterodimerizacidn con otro miembro de la familia ErbB es esencial para la iniciaciéon de la cascada de
sefiales pero, inusualmente para los receptores de la familia tirosina-kinasa, estudios cristalograficos de
rayos X sobre el dominio extracelular mostraron que los ligandos se unen a un solo receptor, induciendo
la posterior dimerizacién [2, 3]. En el estado auto-inhibido (en ausencia de ligando extracelular), los
subdominios | y Il del ECD son mantenidos aparte por la presencia de una traba intramolecular entre los
dominios Il y IV, lo que retiene al ECD en una conformacién cerrada (Figura 2). Los ligandos se unen de
forma independiente al subdominio | o al Ill del ECD con baja afinidad, causando un cambio en la
conformacién del receptor. Este rearreglo resulta en una unién de afinidad elevada del ligando a ambos
subdominios, y en la ruptura de la atadura intracelular entre los subdominios Il y IV. EI cambio
conformacional también expone un “brazo de dimerizacién” presente en el subdominio Il (residuos 242-
259 en el EGFR), permitiendo la subsecuente homodimerizacién o heterodimerizacion [3, 4].

La dimerizacién también juega un papel importante en la estimulacién de la actividad PTK intracelular
del EGFR (Figura 3). En el estado monomérico, el subdominio PTK se encuentra en una conformacién
inactiva auto-inhibida [6, 7]. En el proceso de dimerizacidn, la actividad de PTK aumenta localmente
cuando se forman dimeros PTK asimétricos. El I6bulo C de un mondmero (monémero 1) se une al I6bulo
N de otro mondmero (mondémero 2), y el mondmero 1 actia como un activador alostérico del
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mondmero 2, induciendo cambios conformacionales que fuerzan al mondmero 2 a adoptar la
conformacién correcta para la catélisis [7, 8]. Multiples residuos tirosina en la regién C-terminal del EGFR
son trans-fosforilados por la actividad del subdominio PTK en el dimero de receptores, y actian como

sitios de anclaje para la unién de proteinas efectoras [9].

EGF

ErbB2
inactivation

EGF
receptor . m m

Low affinity
binding of EGF

High affinity
binding of EGF

EGF receptor/ErbB2
heterodimerisation

Autophosphorylation
of EGF receptor
and ErbB2 C-terminal
Tyr-residues,
binding of SH2/PTB
domain proteins,
downstream

signalling.

Figura 2: Rearreglo del dominio extracelular del EGFR y dimerizacion con el ErbB2. El cambio conformacional por

la unidn del ligando rompe la atadura intramolecular entre los subdominios Il y IV y expone el brazo de
dimerizacidn. Este brazo interactua con el brazo de otro receptor, y ocurre la dimerizacion.

Figura 3: Dimerizacion y activacion de los receptores ErbB. La uniéon de un ligando extracelular (L) expone el brazo
de dimerizacidn, los receptores dimerizan, y el dominio PTK del receptor 1 (rojo) transautofosforila residuos

tirosina en la region regulatoria C-terminal del dominio intracelular del receptor 2 (azul) y viceversa.
Subsecuentemente efectores que contienen dominios SH2 o PTB se unen a los residuos fosforilados.
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4. Ligandos extracelulares de los receptores ErbB

Los 4 receptores ErbB presentan un gran numero de ligandos peptidicos extracelulares que se unen a
uno o mas de los receptores (Figura 1). Los pro-ligandos son usualmente sintetizados como precursores
transmembrana que son luego clivados proteoliticamente, para liberar los ligandos solubles [10, 11]. Los
ligandos ErbB de elevada afinidad tienen un dominio “EGF-like” compuesto por 6 residuos Cisteina que
forman tres puentes disulfuro intracelulares, definiendo una estructura secundaria con tres loops. El EGF
(factor de crecimiento epidérmico), el TGF-a (factor de crecimiento transformante alfa), el HB-EGF
(factor de crecimiento tipo EGF unido a heparina), la anfiregulina, la betacelulina y la epiregulina se unen
al EGFR. Sin embargo, mientras que el EGF, el TGF-a y la anfiregulina se unen exclusivamente al EGFR, los
otros 3 ligandos también activan al receptor ErbB4 (Figura 1). Una familia de ligandos, conocida
colectivamente como neuregulinas (NRGs), se une al ErbB3 y al ErbB4.

5. Receptores ErbB y sus ligandos en el corazén

La mayoria de los receptores ErbB y muchos de sus ligandos son importantes en el desarrollo del corazén
en etapas embrionarias. Los miocitos (células cardiacas) de ratas neonatas y adultas expresan
transcriptos de EGFR, ErbB2 y ErbB4, pero los transcriptos del ErbB3 no han podido ser detectados. En
cuanto a los ligandos, los miocitos de ratas neonatas expresan transcriptos de EGF y NRG1 [12], y tanto
los adultos como los neonatos expresan RNA mensajero del HB-EGF [13]. Una consideracién adicional es
que los receptores ErbB no estan uniformemente distribuidos en la membrana plasmatica de los
miocitos cardiacos, sino que estan localizados en regiones especificas.

I.B. El EGFR como parte de las senales intracelulares que
conducen a la hipertrofia cardiaca (HC)

Durante casi dos décadas, diversos proyectos de investigacion desarrollados en el Centro de
Investigaciones Cardiovasculares (CIC) han centrado sus objetivos en la dilucidacién de los mecanismos
que subyacen al desarrollo de hipertrofia cardiaca (HC). En tal sentido, el descubrimiento de la
hiperactividad del intercambiador Na’/H" (NHE1) en el miocardio hipertréfico de ratas espontaneamente
hipertensas en el aio 1995 [14], planted la inevitable pregunta de si dicha alteracidn era causa o efecto
de la HC. Experimentos posteriores permitieron demostrar que el estiramiento del miocardio,
considerado una sefial temprana disparadora de HC, promueve la formacion/liberacion de factores
neurohumorales pro-hipertréficos como Angiotensina Il (Ang 1), Endotelina-1 (ET-1) y Aldosterona (Ald),
que activan vias de sefializacién intracelular que involucran el aumento de la produccién de especies
reactivas derivadas del oxigeno (ROS), fundamentalmente de origen mitocondrial, y que confluyen en la
activacion del NHE1L.

La actividad exacerbada del NHE1 en el miocardio ha sido vinculada al desarrollo de distintas patologias
gue se caracterizan por un anormal crecimiento del tejido, en particular el remodelamiento post-infarto
de miocardio y la HC [15], condiciones ambas que pueden conducir a la insuficiencia cardiaca seguida de
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muerte. Se ha demostrado que la hiperactividad del NHE1 conduce al aumento de la concentracion
intracelular de Na+ y consecuentemente de Ca*" a través del intercambiador Na*/Ca*, favoreciendo la
activacion de seiales intracelulares disparadoras de transcripcién génica y sintesis proteica, y
determinando asi el desarrollo de HC. Ademas de estos efectos a largo plazo, este aumento de la
concentracion de Ca®* intracelular es el responsable en lo inmediato de la segunda fase de fuerza post-
estiramiento del miocardio (SFR, del inglés slow force responce) o efecto Anrep, que se manifiesta luego
del aumento de fuerza inicial debido al mecanismo de Frank-Starling (Figura 4). La similitud entre los
mecanismos agudos que conducen a la SFR y las sefiales intracelulares que conducen a la HC han hecho
del efecto Anrep un modelo muy atractivo para analizar la fisiopatologia cardiovascular [16-18]. Este
concepto se refuerza en el hecho de que muchas de las intervenciones que cancelan la SFR y se
enumeran en la Figura 4 han sido usadas exitosamente para prevenir la HC [19-28].

A  50- B
‘é\ 4.0 Intervenciones farmacolégicas que previenen
= ’ la SFR o efecto Anrep
@ 3.0 1
g 2.0 1 -Bloqueo de receptores AT1 de Ang Il (losartan)
()
Z 1.0 -Bloqueo de receptores ETA de ET (BQ123)
O -
5 min -Blogueo de receptores MR de Ald (eplerenone)
£ 5 s a b c -Bloqueo de receptores EGFR de EGF (AG1478)
% 4 -Prevencion de ROS (MPG, apocinina, 5HD)
%_ | -Inhibicion del NHE1 (cariporide)
& -Bloqueo del NCX (KBR7943)
S
0 . [r——
400 ms

Figura 4: A. Trazado de fuerza contractil de un musculo papilar aislado contrayéndose isométricamente mostrando
la primera fase de aumento de fuerza post-estiramiento o mecanismo de Frank-Starling, de “a” a “b”, que se
produce sin cambios en el transient de Ca” intracelular (panel inferior) y es atribuido a un aumento de la respuesta
al Ca®* de los miofilamentos (Frank-Starling), y la SFR, de “b” a “c”, debida a un aumento del transient de ca”
intracelular. B. Intervenciones farmacoldgicas que previenen la SFR, muchas de las cuales han sido usadas con
éxito para prevenir la HC.

La SFR ha sido el foco de interés de numerosas proyectos de investigacién del CIC durante la ultima
década. Esto ha permitido sugerir que el estiramiento dispara una compleja ruta de sefializacidon cuyos
principales pasos se esquematizan en la Figura 5, y ha proporcionado un escenario propicio para el
desarrollo de nuevas lineas de investigacién tendientes a explorar la posibilidad de hallar nuevas
estrategias terapéuticas para prevenir la hiperactivacidn crénica del NHE1 y el consecuente desarrollo de
HC, mediante intervenciones que afecten alguno de los eslabones de esta via de sefalizacion intracelular.
En tal sentido, un trabajo reciente que ha sentado las bases para el desarrollo del presente proyecto de
investigacion, ha permitido sugerir que la activacion post-estiramiento del EGFR es un paso clave en la
ruta ROS-dependiente de activacidon de kinasas redox-sensibles (ERK1/2-p90RSK), cuyo blanco de
fosforilacion (y por lo tanto activacidn) es el NHE1, y cuyo resultado final es la SFR. Dado que estos
resultados se han obtenido usando herramientas farmacolégicas para bloquear al EGFR, y este tipo de
intervenciones suelen tener un cierto grado de inespecificidad que no solo cuestiona la validez de los
resultados sino que a su vez condiciona su potencial uso terapéutico, el desarrollo de un RNA de
interferencia contra el EGFR que sea capaz de silenciarlo como se propone en este proyecto permitiria
contar con una poderosa herramienta para probar de manera mas especifica que el EGFR se activa post-
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estiramiento del miocardio. Esta estrategia no solo permitiria corroborar si el EGFR se encuentra en

Estiramiento del miocardio

|
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Figura 5: Representacidén esquematica de la hipotética cadena de sefiales intracelulares disparadas por el
estiramiento miocdrdico, asi como de los potenciales sitios de inhibicidn de pasos intermedios que permitirian
prevenir la SFR y eventualmente la HC. El comienzo es la liberacidon de Ang I, seguido de liberacidn de ET,
activacion del receptor de mineralocorticoide (MR), transactivacidn del EGFR, despolarizacidon mitocondrial por
apertura de los canales de potasio ATP-dependientes de la mitocondria (mKATP) y liberacién de ROS
mitocondriales, activacion de kinasas redox-sensibles, estimulacion del NHE1, aumento de la concentracion
intracelular de Na* y subsiguiente aumento de la concentracién intracelular de Ca* a través del NCX, sefial que
conduce a la SFR o efecto Anrep. Ademas, el aumento de la concentracién intracelular de Ca” es una sefial
hipertrofiante que promueve la migracién al nicleo de factores desencadenantes de sintesis proteica. Como se
menciona en el texto, es importante destacar que muchas de las intervenciones que cancelan la SFR también han
sido efectivas para prevenir la HC [19-28]. Esto sustentaria la idea de que la cadena de eventos disparada por el
estiramiento y que conduce al desarrollo de la SFR en lo inmediato (10-15 min), podria, de sostenerse en el

tiempo, ser la causante del desarrollo de HC.

la ruta de activacion del NHE1 en respuesta al mencionado estimulo mecanico (estiramiento) como se
propone en la Figura 5, sino que ademds, como consecuencia de ello, podria sentar las bases para su

utilizacion como herramienta terapéutica antihipertrofica.
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I.C. Silenciamiento génico mediante RNA de interferencia

El RNA de interferencia (RNAi) es un fendmeno de silenciamiento génico post-transcripcional, especifico
de secuencia y evolutivamente conservado. Es disparado por moléculas de RNA doble cadena, tal como
fue descripto por primera vez en C. elegans [29]. El silenciamiento por RNAi comprende una via
intracelular de multiples pasos, que puede ser dividida en 2 fases: la fase de iniciacidn y la fase efectora.
En la fase de iniciacién, moléculas de RNA doble cadena de origen enddgeno o exdgeno presentes en la
célula, son procesadas a través de la actividad de clivaje de una proteina tipo ribonucleasa lll,
denominada Dicer, en fragmentos nucleotidicos de 21-23 nt, denominados “small interference RNAs”
(siRNAs) [30]. Estos siRNAs efectores son incorporados, en el comienzo de la fase efectora, a un complejo
multiproteico denominado RISC (complejo de silenciamiento inducido por RNA) [31]. A través del
desenrrollamiento del siRNA por medio de una actividad RNA helicasa [32], el complejo se vuelve activo
y utiliza el siRNA simple hebra como guia hacia el RNA blanco complementario. Luego de la unidn del
siRNA a su RNA mensajero blanco por hibridizacién, el complejo RISC cataliza el clivaje endonucleotidico
de la hebra de RNA mensajero dentro del sitio blanco lo cual, debido a la generacién de extremos
desprotegidos en el RNA, provoca su rdpida degradacién. Dado que el complejo RISC se recupera para
sucesivos ciclos de unién y clivaje, el proceso completo lleva a una reduccion neta de los niveles de RNA
especifico, provocando una disminucidn de la expresién del gen correspondiente (Figura 6).

dsRNA HEEEENENENERERERRERERER

shRNA I]IIIIIIIIIIID

siRNA PTIIIIIIIIIL.
duplex '

Formation of b (FSJ;
RISC A

SiIRNA / mRNA- P |S(]3ﬂ) ‘
complex ¥ I A —"
P J' L
sliced \ .
mRNA
“SILENCING”

Figura 6: Mecanismo del RNA de interferencia en mamiferos.

En los mamiferos, los siRNAs pueden ser introducidos por transfeccién transitoria de siRNAs sintéticos
[33, 34], o por transfeccidn transitoria o estable de construcciones que expresan short hairpin RNAs
(shRNAs) a partir de promotores de la RNA polimerasa Ill [35-37]. Los dos promotores mas comunmente
usados para la expresion de hairpins son el H1 y el U6 dado que usualmente dirigen la sintesis de snRNA
(small nuclear RNA) y que tienen elevada eficiencia y expresidon ubicua. Estan adaptados para expresar
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shRNAs en un cassette de un tamafo aproximado de 60 nt, que incluyen una secuencia sense de 21-23
nt que es idéntica a la secuencia blanco en el RNA mensajero a ser degradado, seguida por un loop de 9
nt y una secuencia antisense de 21-23 nt. Un tramo de 5 timidinas proporciona la sefial de terminacion
transcripcional. La expresion de esta construccidn (Figura 7) resulta en un hairpin pequefio de 21-23 nt;
el loop es clivado entonces por la endonucleasa Dicer y los siRNAs resultantes disparan la degradacion
del mensajero blanco [38].

19-29 bp
N

>f<
— 60-75bp —

Figura 7: Esquema de la secuencia que codifica al ShRNA, con los tramos de 19-29 pb de homologia con la
secuencia blanco separados por el loop, precedidos por el promotor de la RNA polimerasa Ill H1, y seguidos del
terminador transcripcional.

e Sistema de delivery: lentivirus

Los vectores lentivirales derivados del virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (HIV-1) son capaces
de transducir una amplia variedad de células en divisién y terminales (que ya no se dividen), y se
integran de forma estable en el genoma del huésped, permitiendo una expresiéon prolongada del
transgen [39]. El genoma del HIV-1 contiene 9 marcos de lectura abiertos que codifican para al menos 15
proteinas distintas, incluyendo proteinas estructurales y regulatorias, que estan involucradas en el ciclo
de infeccidn. La estrategia general usada para producir particulas de vector lentiviral ha sido eliminar del
genoma del HIV-1 todos los elementos que son absolutamente indispensables para la produccidon de
particulas virales, la infeccién y la integracion [40].

Los vectores lentivirales de tercera generacion mdas comuUnmente utilizados (y que se usaran en el
presente trabajo), consisten en 4 plasmidos (Figura 8). El vector de transferencia contiene el transgen de
interés, y todos los elementos-cis requeridos para la produccion de RNA y el empaquetamiento. El
sistema de empaquetamiento involucra 3 plasmidos adicionales (Figura 8), que proveen los factores
trans requeridos, llamados Gag-Pol, proteina de envoltura y Rev, respectivamente. Gag-Pol codifica para
una integrasa, una transcriptasa reversa, y proteinas estructurales. Las proteinas estructurales son
requeridas para la produccion de las particulas, mientras que la integrasa y la transcriptasa reversa son
empaquetadas dentro de la particula viral y actlan mas adelante en el proceso de infeccidn e
integracion. Rev interactla con el elemento de respuesta Rev (RRE), que es una secuencia contenida en
el vector de transferencia, que aumenta la exportacion del RNA gendmico viral del nucleo, favoreciendo
el incremento del titulo viral [40].

Las particulas virales pueden ser tipificadas con una gran variedad de proteinas de envoltura. Una de las
mas utilizadas es la proteina G del virus de la estomatitis vesicular (VSV-G), la cual es incorporada en la
membrana viral y le confiere la habilidad de transducir una gran variedad de tipos celulares (Figura 8)
[401.
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Figura 8: Vector lentiviral de tercera generacion. El vector de transferencia (superior) contiene el transgen de
interés y todos los elementos cis necesarios para la replicacion y el empaquetamiento de las particulas virales. Los 3
plasmidos accesorios (inferiores) proveen los factores trans requeridos.

I.D. Objetivos

De acuerdo con lo expuesto hasta aqui describiremos a continuacién el objetivo general del presente
proyecto de investigacion, asi como los objetivos especificos que esperamos poder alcanzar.

1. Objetivo general

Inhibir de forma especifica el EGFR en el corazdn de rata usando una metodologia que permita evitar los
efectos colaterales no deseados de las intervenciones farmacoldgicas.

Para ello se usara la técnica del RNA de interferencia para silenciar de manera precisa la expresion de la
isoforma 1 del receptor (EGFR, ErbB1) sin afectar los otros miembros de esta familia presentes en el
corazén (ErbB2, ErbB4).

2. Objetivos especificos
En una primera etapa se proyecta:

1) Buscar la secuencia de EGFR para confeccionar el short hairpin RNA contra el EGFR (shRNA-
EGFR) y disefarlo con todos los elementos necesarios para su funcionamiento intracelular.

2) Clonar el shRNA-EGFR dentro de un plasmido vector lentiviral.

3) Confirmar la secuencia clonada en el vector a través de PCR, cortes con enzimas de restriccion y
secuenciacion.

4) Confirmar funcionalidad del shRNA-EGFR en células HEK293T.
En una segunda etapa se apuntara a:
1) Generacién purificacién y cuantificacion del lentivirus, para luego confirmar su funcionalidad.

2) Inyectar el lentivirus con el shRNA-EGFR en la pared antero-lateral del ventriculo izquierdo de
corazones de rata y garantizarnos la total recuperacion post-quirurgica de los animales.

3) Probar la efectividad del tratamiento al cabo de un tiempo estipulado (1 mes), para lo cual se
sacrificara a los animales, se les extraerd el corazén y se analizara la expresidon (RNA mensajero y
proteinas) y funcién del EGFR.
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Il. Materiales y Métodos
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II.A. Diseino del shRNA-EGFR

Para diseinar el RNA de interferencia, lo primero que se hizo fue buscar en bibliografia secuencias que
hubieran sido utilizadas para silenciar el EGFR con éxito. La secuencia elegida fue extraida del trabajo de
Fengy col. [41], quienes la utilizaron para disminuir la expresién del EGFR en miocardio de rata:

5’- GCATAGGCATTGGTGAATT -3’

A continuacién, se verifico mediante el programa BLAST (NCBI) que la secuencia elegida fuera especifica
del EGFR y no silenciara ningln otro componente del genoma de rata. El genoma elegido para el
alineamiento fue el de la especie Rattus norvegicus, el set de busqueda se limité a la opcién “RefSeq
RNA” (secuencias de RNA que estan alistadas y verificadas), y el programa elegido fue el “blastn”, que
busca todas las secuencias nucleotidicas similares. Una vez finalizadas las pruebas sobre la secuencia
inhibidora, se procedio a la confeccidn de la secuencia “scramble” (revolver) que denominaremos “SCR”,
la cual consiste en una secuencia de la misma longitud y con las mismas bases que la secuencia
codificante pero en orden aleatorio, por lo que no deberia ser especifica para ningun elemento del

genoma y por lo tanto se la puede utilizar como control “no silenciador”. Para obtener la secuencia
scramble se trabajdé con la herramienta “online” “siRNA design center” de GenScript

(www.genscript.com), programa que al introducir la secuencia inhibidora del EGFR sugirid la siguiente

secuencia scramble:
5’- ATGGCATTGCGATAAGTTG -3’

Se realizd un analisis con el BLAST de la secuencia obtenida, para confirmar que no inhibiera ningln
elemento de forma especifica.

Luego de obtenerse la secuencia silenciadora del EGFR y la SCR, se procedid a disefiar los shRNA,
adicionando los elementos necesarios para su funcionamiento intracelular: una secuencia loop,
fundamental para la formacion del “hairpin”; un terminador de la transcripcidn, y los sitios de corte para
las enzimas de restriccion utilizadas en el proceso de clonado, BamHI y Pacl. Dado que la estrategia de
clonado consiste en tener al inserto ya cortado, los sitios de restriccion incluidos no estan completos,
sino que tienen las bases que hubieran quedado luego del corte. Con todos estos elementos, la
secuencia final del shRNA-EGFR es:

GATCC c GCATAGGCATTGGTGAATT TTCAAGAGA AATTCACCAATGCCTATGC g TTTTTTCCAA TTAAT

BamHI target sense loop target antisense terminator Pacl

Figura 9: secuencia completa del shRNA-EGFR.

Esta secuencia final fue utilizada para un analisis con la herramienta OligoAnalyzer 3.1 (Integrated DNA
Technologies) [42], a fin de simular el hairpin, y estudiar sus propiedades.
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I1.B. Construccion del vector lentiviral

1. Generacion del inserto

e Reacciéon de “annealing”

La reaccién de annealing es aquella mediante la cual secuencias complementarias de DNA o RNA simple
cadena se unen mediante enlaces por puente de hidrégeno, para formar una molécula doble cadena.

En este trabajo, el inserto doble cadena se formd por annealing de 2 primers complementarios. Se
utilizaron DNA primers preparados por la empresa Invitrogen con los sitios de restriccion ya cortados
para formar el shRNA-EGFR y el shRNA-SCR, de acuerdo a la siguiente secuencia:

EGFR sense: 5'- GAT CCC GCA TAG GCA TTG GTG AAT TTT CAA GAG AAA TTC ACC AAT GCC TAT GCG TTT
TTT CCA ATT AAT -3°

EGFR antisense: 5'- TAA TTG GAA AAA ACG CAT AGG CAT TGG TGA ATT TCT CTT GAA AAT TCA CCA ATG
CCT ATG CGG -3’

SCR sense: 5'- GAT CCC ATG GCA TTG CGA TAA GTT GTT CAA GAG ACA ACT TAT CGC AAT GCC ATG TTT
TTT CCA ATT AAT -3°

SCR antisense: 5'- TAA TTG GAA AAA ACA TGG CAT TGC GAT AAG TTG TCT CTT GAA CAA CTT ATC GCA
ATG CCATGG -3’

Ademas se pidieron a la misma empresa las cadenas para formar un inserto de EGFR con los sitios de
restriccién completos:

EGFR sense: 5'- CCA CTC GGA TCC CGC ATA GGC ATT GGT GAA TTT TCA AGA GAA ATT CAC CAA TGC CTA
TGC GTT TTT TCC AAT TAATTAAGG TACC -3°

EGFR antisense: 5'- GGT ACC TTA ATT AAT TGG AAA AAA CGC ATA GGC ATT GGT GAA TTT CTC TTG AAA
ATT CAC CAA TGC CTA TGC GGG ATC CGA GTG G -3°

Inicialmente la reaccidon de annealing se realiz6 mezclando 20 ul de sense EGFR (50 uM), 20 ul de
antisense EGFR (50 uM) y 2 ul de NaCl (50 mM). Se calentd la mezcla de reaccién por 2 min a 95 °C en un
bafio termostatico (Vicking modelo Masson) y se enfrié lentamente hasta llegar a temperatura
ambiente. Se probd el agregado de DMSO en distintos porcentajes finales [38], para evitar la formacidn
de estructuras secundarias que pudieran impedir la hibridizaciéon del DNA doble cadena.

Por otro lado, se realizd un annealing alternativo siguiendo las indicaciones del protocolo BLOCK-iT™
Inducible H1 RNAi Entry Vector Kit (Invitrogen) [43]. La mezcla de reaccion se realizd colocando 10 ul de
sense EGFR (50 uM), 10 pl de antisense EGFR (50 uM), 2 ul de NaCl (100 mM) y 0,4 ul de EDTA (1ImM). Se
calenté la mezcla a 95 °C por 4 min, y luego se enfrié rapidamente a temperatura ambiente (5-10 min).
Se realizé una dilucién 1/100 de la mezcla, que se utilizd para correr un gel de agarosa, y a su vez se
realizé una dilucion 1/100 de la primera dilucion para llevar a cabo el clonado.

La formacidn del DNA doble hebra se verificd a través de geles de agarosa y de poliacrilamida.

e Electroforesis de DNA en geles de agarosa

La electroforesis es una técnica utilizada para describir la migracion de una particula cargada bajo la
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influencia de un campo eléctrico. Como los fragmentos de DNA tienen carga negativa se mueven hacia el
electrodo positivo cuando se aplica un campo eléctrico. Esta técnica permite analizar el tamafio del DNA
contenido en una muestra dada. En nuestro caso fue empleada para analizar resultados de reacciones de
annealing, de reacciones de PCR, de digestiones enzimaticas y de extracciones y purificaciones de
plasmidos o fragmentos de DNA.

Los geles empleados variaron en los porcentajes de agarosa entre 0,5% y 4%, y fueron preparados en
buffer TAE 1X (40mM Tris, 20mM acido acético, 1ImM EDTA, pH=8). Como marcador de peso molecular
se utiliz6 GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder (Fermentas), GeneRuler™ 1kb DNA Ladder (Fermentas) o
GeneRuler™ Ultra Low Range DNA Ladder (ULR, Fermentas), segln sea el tamafio del DNA a analizar. Se
empleé como buffer de corrida TAE 1X, y el voltaje fue de 100V. Las muestras se prepararon para la
corrida agregando distintos volimenes de Loading Buffer 6X (Fermentas) y 1-2 ul del colorante GelRed™
Nucleic Acid Gel Stain (Biotium). Se analizd por transiluminacién UV (Chemidoc Imaging System, Bio
Rad).

e Electroforesis de DNA en geles de poliacrilamida

La electroforesis en geles de poliacrilamida presenta como técnica el mismo fundamento que la
electroforesis en geles de agarosa: dado que el DNA contiene carga negativa, al aplicarse un campo
eléctrico migrard al polo positivo. Esta clase de geles se utilizd para analizar las distintas variantes de
annealing ensayadas, y se prepard de la siguiente manera: 1,5 ml de TAE 1X, 6 ml de acrilamida 30%, 6
ml de agua, 120 ul de persulfato de amonio (APS) y 10 ul de TEMED.

Como marcador de peso molecular se utilizé el Ultra Low Range (ULR, Fermentas), el buffer de corrida
empleado fue TAE 1X y el voltaje promedio fue de 200 V. Las muestras se prepararon para la corrida
agregando 6 ul de non-denaturing loading buffer (1 pl de GelRed) y se las llevé a 20 pl finales con agua.
Para la visualizacion se utilizé el equipo Chemidoc Imaging System (Bio Rad).

e Digestion enzimatica del inserto

En la variante de clonado que comprende la utilizacién de los primers con los sitios de restriccion
completos, es necesario digerirlos con las enzimas de restriccion correspondientes para luego ligarlos al
vector. Las enzimas de restriccion son enzimas que hidrolizan el DNA doble hélice en posiciones
especificas de su secuencia, permitiendo la generaciéon de extremos cohesivos que pueden ligarse con
otros fragmentos de DNA.

Las enzimas utilizadas en este trabajo fueron BamHIy Pacl (New England Biolabs). El inserto fue digerido
en primera instancia con BamHI, colocando por cada tubo 2 pl del inserto, 2 pl de Buffer NEB 3, 0,2 ul de
seroalbumina bovina (BSA, New England Biolabs), 2 pl de enzima y 13,8 ul de agua (para un volumen
final de 20 pl). Se incubaron las muestras por 1 h a 37 °C vy, previa purificacion (explicada mas adelante),
se digirié con Pacl, agregando 3 ul de buffer NEB 1, 0,3 ul de BSA y 2 pl de enzima, e incubando por1 ha
37 °C.

-17 -



Brea, Maria Soledad

e Purificacion del inserto digerido

La purificacion del inserto digerido se realizd empleando el kit comercial HiYield™ Gel/PCR DNA
Extraction Kit (BioAmerica). Se agregaron a la muestra de DNA 5 volumenes de buffer DF y se mezcld con
el vortex. Se introdujo una columna DF en un tubo de 2 ml y se transfiriéd la muestra. A continuacion se
centrifugd 30 s a 13.000 rpm (en una centrifuga HERMLE Z 233M), se descarté el eluato que quedd en el
tubo y se volvid a colocar la columna. Se agregaron 600 ul de Wash Buffer (con etanol), se dejé reposar
por 1 min, y luego se centrifugd 30 s a 13.000 rpm. Se centrifugd 3 min mas para descartar todo el etanol
y secar la columna, se pasé la columna a un nuevo tubo de 1,5 mly se eluyd en 30 pl de Tris-HCI. Se dejé
reposar durante 2 min y luego se centrifugd 2 min a 13.000 rpm. Asi se obtuvo el inserto digerido y
purificado, en un volumen final de 30 pl.

e Cuantificacidn del producto digerido

Los productos digeridos y purificados fueron cuantificados por espectrofotometria en el equipo
SmartSpec™ 3000 (Bio Rad), realizando para la medida una dilucién /100 de la muestra (1 ul de muestra
+ 99 pl de H,0). La densidad dptica se midié a 260 nm (la constante del equipo para el DNA doble cadena
a esa longitud de onda es 1 DO = 50 ug/ml).

2. Generacion del vector

e Vector utilizado para el clonado

El vector lentiviral utilizado en este trabajo se denomina pPPT, tiene un tamafio aproximado de 7.500 pb,
y fue donado por el doctor Eduardo Marban, quien lo modificd en su laboratorio a partir del plasmido
original creado por el laboratorio del doctor Inder Verma. Este pldsmido contiene un cassette con una
secuencia shRNA inhibitoria flanqueada por los sitios de corte para las enzimas BamH! y Pacl y
precedida por el promotor H1 de la RNA polimerasa Ill. Ademas, tiene un gen reportero que codifica
para la proteina fluorescente roja dsRed, que se expresa bajo el promotor de citomegalovirus CMV. Por
ultimo y a fin de facilitar el proceso de seleccién, posee un gen que codifica para una proteina que
confiere resistencia al antibidtico ampicilina.

e Digestidon enzimatica del vector

Para poder clonar el inserto dentro del vector de clonado pPPT es necesario digerir este ultimo
previamente. Las enzimas de restriccion utilizadas para cortar el vector son las mismas que se utilizan
para cortar el inserto, BamHI y Pacl. Las reacciones de digestion se llevaron a cabo en volumenes
variables de entre 20 a 50 pl dependiendo de la concentracién del DNA a digerir. Se emplearon en
general entre 2 - 4 ug de DNA por tubo, y los cortes fueron secuenciales y no dobles, es decir que no se
cortd el vector con las 2 enzimas en la misma mezcla, sino que primero se cortd con una, se purificd y se
cortd con la otra. El orden empleado fue variando a lo largo de las distintas estrategias de clonado, y en
funcién de la actividad que mostraba cada enzima.
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Las digestiones fueron corroboradas en geles de agarosa de 0,5-0,8%, con el marcador de peso molecular
1Kb DNA Ladder (Fermentas). La primera digestion genera una banda por encima de 7,5 kb, dado que
corresponde al vector completo pero linearizado. Si la enzima no corta todo el molde, se observa una
banda por debajo que corresponde al DNA superenrrollado, que corre a la misma altura que el vector sin
cortar (control).

2plvector
30ul muestra
2ul buffer
: 3ul buffer
2ulenzima 1 E> 1 horaa 372 corrida en gel E> pUFiﬁC&Ciéﬂ
de agarosa ED 2l enzima 2
0,241 BSA
0,301 BSA
13,8ul agua

U

1 hora a37¢

U

purificacion

Figura 10: Esquema de la digestidn secuencial del vector

e Purificacion del vector digerido

La purificacion de los productos digeridos se realizé con el kit comercial HiYield™ Gel/PCR DNA
Extraction Kit (BioAmerica). Se realizé una electroforesis en un gel de agarosa (0,6%) de la mezcla de
digestidn, y luego por medio de transiluminacion con UV se identificd la banda en el gel y se cortd el
fragmento correspondiente. Se transfirié la banda a un tubo de 1,5 ml, se agregaron 500 pl de buffer de
disolucién y se incubd a 55-60 °C por 15 min (hasta disolucion total de la agarosa). Posteriormente se
transfirieron 800 ul de la muestra disuelta a una columna de purificacion. Se centrifugé 30 s a 13.000
rpm, se descarto el eluato y se volvié a poner la columna en el tubo. Se lavé la muestra en la columna
con 400 pl de Buffer W1, se centrifugd por 30 s a 13.000 rpm y se descartd el eluato. Se lavd por
segunda vez con 600 pl de Wash Buffer (con etanol), se dejé reposar 1 min y se centrifugé por 30 s a
13.000 rpm. Luego se centrifugd otros 3 min a 13.000 rpm para eliminar todo el etanol y secar la
columna. Se transfirié la columna a un tubo nuevo de 1,5 ml, y se agregaron 30 ul de buffer Tris-HCI para
recuperar el DNA. Finalmente, se centrifugd por 2 min a 13.000 rpm, obteniéndose el vector purificado
en un volumen final de 30 pl.

e Desfosforilacion del vector

En el protocolo de clonado que comprende la digestidn del inserto, es posible eliminar los fosfatos del
vector para reducir su auto-ligaciéon (no ocurre lo mismo cuando se utiliza el inserto ya cortado, dado
gue este no tiene los fosfatos 5° terminales). Para desfosforilar el vector se utilizd la enzima fosfatasa
alcalina CIP (calf intestinal alkaline phosphatase, New England Biolabs). Esta enzima remueve los fosfatos
5" de fragmentos de DNA o RNA, para marcacién con **P o para permitir las ligaciones en clonado
molecular.
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La mezcla para la desfosforilacidn se realizd agregando a los 30 pl de vector pPPT digerido y purificado, 3
pl de Buffer 10X y 0,4 ul de CIP (4 Unidades). Se incubd a 37 °C por 1 h, y luego se purificé el DNA con el
kit comercial HiYield™ Gel/PCR DNA Extraction Kit (BioAmerica).

e Cuantificacidn del producto digerido

De la misma manera que para el inserto, el vector se cuantificé por medicién de la densidad dptica a 260
nm en el equipo SmartSpec™ 3000 (Bio Rad). Las muestras se diluyeron 1/100 para efectuar la medida.

3. Ligacion del inserto al vector

El vector pPPT digerido con las enzimas apropiadas y purificado por medio del kit previamente citado, se
ligd con el inserto disefado con los extremos cohesivos complementarios, o digerido con las mismas
enzimas (segun la estrategia). La enzima utilizada para la ligacion fue la T4 DNA ligasa (Invitrogen).

Las relaciones molares vector : inserto ensayadas fueron 1:600, 1:400, 1:100, 1:50, 1:10, 1:3 y 1:0. Los
volumenes de reaccién fueron de 10-20 pl, utilizando entre 2-4 pl de Buffer de ligacién 5X y entre 0,1-2
ul de T4 DNA ligasa (1U/ul). Se ensayé la ligacion con vy sin el agregado de ATP extra (el buffer de ligacion
tiene ATP). De acuerdo a la estrategia utilizada se ligd toda la noche a temperatura ambiente, 0 1 h a
temperatura ambiente.

En todas las reacciones se incluyd un control positivo de ligacidn, que consistié en el vector pPPT cortado
con una sola enzima de restriccién (y por lo tanto con los extremos cohesivos complementarios) y re-
ligado, sin el inserto y con la T4 DNA ligasa. Por otro lado, se incluyd un control negativo, que consistié en
el vector pPPT cortado con las 2 enzimas de restriccién (y por lo tanto con extremos cohesivos no
compatibles), sin el agregado de inserto, y con el agregado de T4 DNA ligasa.

Las ligaciones se usaron directamente para transformar las bacterias, o se purificaron previamente,
mediante el kit comercial DNA Clean and Concentrator (Zymo Research).

I.C. Produccion y obtencion del plasmido vector

e Bacterias E. coli DH5-a

E. coli DH5-a es la cepa de E. coli mds usada para aplicaciones de clonado. Son bacterias de crecimiento
lento pero que se transforman con elevada eficiencia. Al igual que otras cepas comuUnmente utilizadas
para clonado molecular, E. coli DH5-a tiene muchas caracteristicas que la hacen util para los métodos
que implican la presencia de DNA recombinante: la mutacién endAl inactiva una endonucleasa
intracelular que degrada el DNA plasmidico; la mutaciéon hsdR17 elimina la endonucleasa de restriccion
del sistema de modificacidén-restriccion EcoKl, y por lo tanto los fragmentos de DNA que poseen
metilaciones en los sitios EcoKl no son degradados; y la mutacién recA elimina la posibilidad de

-20 -



Brea, Maria Soledad

recombinacion homdloga.

Se guardan a -802C, y se descongelan en hielo inmediatamente antes de usar.

e Preparacion de bacterias E. coli DH5-a electrocompetentes

Con el objetivo de obtener células permeables al plasmido recombinante creado se procedié a la generacion
en gran cantidad de las mismas. Para ello se inocularon 50 ml de medio liquido YENB (extracto de levadura
0,75%, bactotriptona 0,8%), con 50-100 pl de bacterias electrocompetentes, y se dejé el cultivo creciendo a
37 °Cy con agitacidn (Shaking Incubator, LabTech) durante la noche.

Al dia siguiente se inoculd 1 litro de medio YENB con 5-10 ml del precultivo y se incubd con agitacion a 37 °C,
hasta alcanzar una densidad optica entre 0,5-0,9. Luego, en tubos estériles, se centrifugd el cultivo en una
centrifuga refrigerada (Sorvall RC-5B Refrigerated Superspeed Centrifuge, Du Pont Instruments), por 10
minutos a 5.000 rpm y a 4 °C. Se descartd el medio y se invirtieron los tubos sobre papel para eliminar la
mayor cantidad de medio posible. Con el objeto de obtener bacterias en un medio libre de sales que
puedan interferir con el proceso de electroporaciéon se lavaron las células varias veces. Se lavé 2 veces el
precipitado, resuspendiéndolo en 10 ml de agua estéril fria, centrifugando por 10 min a 5.000 rpm, y
descartando el sobrenadante. Luego se resuspendid el precipitado en 20 ml de glicerol 10% frio, se
centrifugd por 10 min a 5.000 rpm y se descartd el sobrenadante. Finalmente se resuspendieron las
bacterias en 2 ml de glicerol 10%.

Se midié la densidad dptica de 1 pl de bacterias en 600 ul de agua. Una unidad de DO a 600 nm es
aproximadamente igual a 1x10® células/ml y la densidad celular terminado el proceso debe ser de 2x10™
células/ml. Para congelar las bacterias electrocompetentes, se las fracciond en tubos de a 50 pl y se las

guardd a -80 °C.

Por dltimo se realizd el cdlculo de la eficiencia de transformacion de las nuevas bacterias
electrocompetentes. Para eso se transformaron bacterias con 0 ng, 1 ng y 10 ng de un vector de
concentracidn conocida, se incubaron en 600 pl de LB liquido durante 1 h a 37 °C con agitacion, de donde se
tomaron 100 pl de cada condicién para sembrarlos en placas de medio LB agar (triptona 10 g/l, extracto de
levadura 5 g/l, NaCl 5g/|, agar 15g/l) suplementado con ampicilina (100 pg/ml). Las placas se dejaron en
estufa a 37 °C hasta el dia siguiente, donde se contd la cantidad de colonias por placa, y se calculd la
eficiencia de transformacion como n 2 de colonias/ug de DNA.

e Transformacion de bacterias electrocompetentes

El proceso de transformacion implica la introduccién de DNA exdgeno a una célula bacteriana. Para la
transformacion con la construccién recombinante obtenida se utilizaron las bacterias E. coli DH5-a
electrocompetentes generadas como se explicé anteriormente.

El equipo utilizado para llevar a cabo la transformacidon fue un Electroporador BioRad, modelo
Micropulser™. Se tomé un volumen entre 2-4 pl de las ligaciones, se adiciond a tubos con 50-100 ul de
bacterias, y se colocé la mezcla en cubetas de 0,1 cm de espacio entre electrodos, previamente enfriadas en
hielo. Luego se introdujo la cubeta en el equipo y se dio un pulso eléctrico de 1,8 kVatios. Inmediatamente
se resuspendieron las bacterias en 600 pl de medio SOC (bactotriptona 20%, extracto de levadura 0,5%, NaCl
10 mM, KCI 2,5 mM, MgCl, 10 mM y glucosa 20 mM) y se transfirieron a un tubo estéril. Se crecieron a 37 °C
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con agitacién por 1 h, y luego se sembraron 100 pul de bacterias transformadas en placas de LB agar
suplementadas con ampicilina (100 pg/ml). Se incubaron a 37 °C en estufa durante la noche.

En las ocasiones en las cuales las ligaciones se purificaron antes de la transformacién, se utilizaron 5 pl para
transformar 50 pl de bacterias electrocompetentes. El resto del protocolo fue igual al ya descripto.

e Colony-PCR

La PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa) es una técnica de biologia molecular, que sirve para amplificar
un fragmento de DNA particular. Se fundamenta en la propiedad natural de las DNA polimerasas para
replicar hebras de DNA, y emplea ciclos de altas y bajas temperaturas alternadas. Se preparan 2
oligonucledtidos sintéticos (primers), cada uno complementario de secuencias en las hebras
complementarias del DNA molde, situadas justo en los extremos del segmento que se quiere amplificar. El
DNA molde se calienta brevemente para desnaturalizarlo, y a continuacion se enfria en presencia de un gran
exceso de los oligonucledtidos sintéticos que actian a modo de cebadores de la DNA polimerasa. El ciclo de
calentamiento, enfriamiento y polimerizacién se repite de 30-35 veces. Las temperaturas usadas y el tiempo
de duracion de cada ciclo dependen de pardmetros como la enzima usada para la sintesis de DNA, la
concentracion de iones divalentes y de dNTP en la reaccion, la temperatura de unién de los primers y la
longitud del DNA que se desea amplificar [44].

Para confirmar que el plasmido introducido y replicado en las bacterias es el correcto antes de pasar a los
métodos de extraccién, se realizd una variante de la técnica de PCR, conocida como Colony-PCR. En este
ensayo, se toman colonias al azar de la placa, y se realiza una PCR del material genético de las mismas, con
primers especificos de la secuencia plasmidica.

Se tomaron varias colonias al azar, y se las colocé en tubos con 25 pl de agua estéril, mezclando por pipeteo
hasta disolucion. Se tomé 1-2 pl de cada tubo y se los sembré en una placa de LB agar con ampicilina (para
recuperar las colonias y tenerlas disponibles para estudios posteriores). Se agregoé 3 ul de Buffer de PCR (DS-
Bio) a cada tubo, y se los calentd a 96 °C por 5 min (para lisar las bacterias). Luego se centrifugd a 13.000
rpm por 30 s, y se utilizaron 5 pl del sobrenadante como molde para la PCR.

La enzima utilizada para la reacciéon fue la DNA Taq Polimerasa (DS-Bio), la mezcla se realizé en un volumen
final de 25 y 50 pl, y se agregé DMSO al 7% (recomendado para evitar la formacion del hairpin durante el
proceso. Los primers utilizados fueron el H1F2 (complementario del promotor H1, izquierdo) y el T7
(derecho) (Invitrogen), cuyas secuencias son:

H1F2 5- TCGCTATGTGTTCTGGGAAA -3’
T7 5’- TAATACGACTCACTATAGGG -3’

Estos primers no son especificos del shRNA-EGFR, sino que amplifican un fragmento de 867 pb dentro del
cual estad incluido el short hairpin. El programa de PCR utilizado fue el siguiente:

Ciclo Temperatura Tiempo
1 95 °C 2 min
2al32 95°C 30s
58,2 °C 30s
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72 °C 1 min

33 72 °C 5 min

Los productos se corrieron en geles de agarosa 1,5%, con el marcador 1 Kb DNA Ladder (Fermentas).

e Aislamiento del vector: Miniprep

Para extraer el DNA plasmidico de las bacterias en pequefia cantidad se utilizé la técnica de Miniprep. Para
llevarla a cabo, una colonia aislada se inoculé en 1 ml de medio liquido LB con 100 pg/ml de ampicilina, y se
incubd con agitacién durante toda la noche a 37 °C. Al dia siguiente se centrifugd el cultivo bacteriano a
13.000 rpm por 30 s Se agregaron 100 pl de solucidn 1 (buffer GTE: glucosa 50 mM, Tris 25 mM y EDTA 10
mM, pH 8), y se dejo reposar 5 min a temperatura ambiente. Se agregaron 200 pl de la soluciéon 2 recién
preparada, se mezclé por inversion y se dejé 5 min en hielo (lisis de bacterias y liberacion del DNA). Se
agregaron 150 pl de solucién 3 (acetato de potasio 3M, pH 4,8), se mezcld por inversidn 5 veces y se dejé en
hielo por 5 min En esta etapa se neutraliza la solucidn 2, se producen agregados de membranas y proteinas y
se separa al DNA gendmico, dejando el DNA plasmidico en solucidn. Se centrifugd a 13.000 rpm por 5 min, y
se transfirié el sobrenadante a tubos estériles. Se agregé 1 ml de etanol 95% frio y se invirtié 5 veces para
mezclar. Se centrifugd a 13.000 rpm por 5 min y se descartd el sobrenadante. Se resuspendio el pellet en
400 pl de etanol 70% y se invirtié 5 veces para mezclar. Se centrifugd 10 min a 13.000 rpm y se eliminé el
sobrenadante, invirtiendo los tubos sobre papel para secar el etanol lo maximo posible. Finalmente se
resuspendid el DNA plasmidico en 30 ul de buffer Tris-HCI. Se agregd RNAsa (DS-Bio) para una concentracion
final de 30 ug/ml.

e Aislamiento del vector: Maxiprep

Para obtener grandes cantidades del pldasmido recombinante se llevd a cabo la técnica de Maxiprep,
utilizando el kit Axyprep™ Plasmid Maxiprep Kit (Axygen Biosciences). Se inoculd un cultivo de 250 ml de LB-
ampicilina con una colonia (o con un pre-cultivo de la colonia en 1 ml de LB-ampicilina, crecido ya 24 hs), y
se lo crecio toda la noche a 37 °C con agitacion. Al dia siguiente se centrifugd el cultivo bacteriano a 6.000
rom por 10 min, en la centrifuga refrigerada (4 °C). Se descarté el sobrenadante y se resuspendié el
precipitado en 10 ml de solucidn 1 (buffer GTE: glucosa 50 mM, Tris 25 mM y EDTA 10 mM, pH 8). Se agregd
1 ml de lisozima, se mezcld por inversidon y se dejo reposar a temperatura ambiente por 10 min A
continuacién se agregaron 10 ml de solucion 2 (SDS + NaOH), se mezcld por inversion y se dejé estar a
temperatura ambiente por 5 min Se agregaron 10 ml de solucion 3 fria (acetato de potasio 5M + acido
acético glacial, pH 5,5), se mezclé por inversidon y se dejé por 20 min en hielo. Se centrifugd por 20 min a
13.000 rpm, transfiriendo luego con cuidado el sobrenadante a otro tubo estéril y descartando el
precipitado. Se agregaron 0,6 volimenes de isopropanol, se mezclé por inversidon y se dejéo 10 min a
temperatura ambiente. Se centrifugd por 30 min a 10.000-11.000 rpm y se descartd con cuidado el
sobrenadante. Luego se lavé el pellet con 10 ml de etanol 70% y se centrifugd a 10.000-11.000 rpm por 10
min Por ultimo, se elimind el etanol, se dejé secar por completo el precipitado, y se disolvié en 500 ul de
buffer Tris-HCI. A fin de eliminar el RNA que pudo haberse aislado en el proceso, se agregaron 2 pul de RNAsa
(DS-Bio).
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e Precipitacién fenol-cloroformo

Con el objetivo de purificar el DNA plasmidico obtenido tanto por Miniprep como por Maxiprep, se llevé a
cabo una precipitacion fenol-cloroformo. Esta técnica permite obtener un DNA libre de proteinas y enzimas,
y se fundamenta en la formaciéon de 2 fases y una interfase: en la fase acuosa queda disuelto el DNA, en la
interfase quedan precipitadas las proteinas, y en la fase orgdnica quedan disueltos los demdas contaminantes.

Partiendo de X pl de muestra a purificar, se agregaron X pul de solucién fenol-cloroformo y se mezclé hasta
emulsion fina. Se centrifugd 1 min a 13.000 rpm y se transfirio la fase acuosa (donde esta contenido el DNA)
a un nuevo tubo. Luego se agregaron X pul de cloroformo (para extraer el fenol que haya quedado en la
solucidn), se mezcld y se centrifugd 1 min a 13.000 rpm. Se trasladé la fase acuosa con el DNA ya purificado
a un nuevo tubo, y se procedid a precipitarlo. Para ello se agregaron 0,1*X pul de acetato de sodio 3M, pH 5,2
(1/10 del volumen de la muestra) y 2-2,5*X pl de etanol 95% (2-2,5 volimenes de la muestra), y se incubd en
hielo por 15 min A continuacion se centrifugd 15 min a 13.000 rpm y 4 °C, y se descartd el sobrenadante. Al
pellet se le agregaron 500 pl de etanol 70% frio, se centrifugd 10 min a 13.000 rpm, se descartd el etanol y
se secé por 2-5 min Finalmente se resuspendid el DNA purificado en 30-500 pl de buffer Tris-HCl
(dependiendo del volumen inicial de la muestra).

I.D. Andlisis del plasmido vector generado

e Digestion enzimatica del plasmido recombinante

Uno de los métodos utilizados para verificar que el plasmido extraido es efectivamente el correcto, consiste
en digerir enzimaticamente el pldsmido obtenido con las enzimas usadas para el clonado (en este caso
BamH| 'y Pacl). La ligacion del inserto al vector pPPT debid haber reconstituido los sitios de restriccion para
ambas enzimas, y por lo tanto el plasmido vector deberia cortarse.

Se realizaron digestiones por separado de 1 ug de vector pPPT con BamHI! y Pacl, en un volumen final de 10-
20 ul y colocando 1-2 ul de enzima. Como control positivo se utilizd el plasmido pPPT original previo a todo
el proceso de clonado, y los productos se analizaron por electroforesis en un gel de agarosa 0,6-0,8%.

e Reaccion de PCR

El plasmido obtenido también se analizd mediante la técnica de PCR, y en este caso se usaron varios
formatos distintos. Se realizé una PCR inespecifica para el shRNA-EGFR, utilizando los primers H1F2 y T7
(cuyas secuencias se describieron previamente), con los cuales se obtiene un fragmento de 867 pb luego de
la amplificacién. El volumen de reaccién fue de 25 pl y la enzima usada fue la DNA Taq Polimerasa (DS-Bio).
El programa utilizado fue el mismo que se describid para la Colony-PCR. Los productos se analizaron por
electroforesis en geles de agarosa 1,5% con el marcador de peso molecular 1 Kb DNA Ladder (Fermentas).

Ademds se realizd una PCR especifica, utilizando como primers el T7 o el H1F2, y un primer especifico de la
secuencia del shRNA-EGFR. Este primer, también proporcionado por Invitrogen, tiene la siguiente secuencia:
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Primer EGFR: 5’- CGCATAGGCATTGGTGAATT -3’

El volumen de reacciéon fue de 25 pl y la enzima usada fue la DNA Taq Polimerasa (DS-Bio). Se trabajé con
DMSO 7%, para evitar la formacién del hairpin. En este caso el resultado es una mezcla de fragmentos de
aproximadamente 47 pb y 137 pb cuando se usa el H1F2, y 47 pb y 777 pb cuando se usa el T7. Los
productos se corrieron en un gel de agarosa 1,2% con el marcador de peso molecular 100 bp DNA Ladder
(Fermentas). El programa utilizado fue el siguiente:

Ciclo Temperatura Tiempo
1 94 °C 2 min
2al40 94 °C 30s
56 °C 30s
72 °C 30s
41 72°C 5 min

Por dltimo, se realiz6 una PCR anidada (nested PCR). Esta es una variante de la PCR convencional que
comprende 2 rondas de amplificacidn con distintos pares de primers en cada una, con el fin de incrementar
la sensibilidad de deteccion. Primero se realiza una reaccién con los primers externos, para amplificar una
region de DNA mas extensa que contiene el segmento diana. Después, con este producto de amplificacidn,
se realiza una segunda PCR con los primers internos, para amplificar la region especifica [45]. Este tipo de
PCR tiene la ventaja de brindar alta sensibilidad y especificidad. La especificidad aumenta porque al ser una
amplificacion sobre el amplicén obtenido previamente, los primers sélo van a hibridar en un sitio dentro de
la molécula y el resultado sera una Unica banda (o una combinacion de bandas, de acuerdo a cuantas veces
se encuentra la regién de hibridizacién del primer en el amplicdn). Asi, se evitan posibles hibridaciones
inespecificas de los cebadores.

En este trabajo, la PCR anidada se realizé del siguiente modo: una primera reaccion de PCR utilizando los
primers H1F2 y T7 (Invitrogen) dio un amplicén de 867 pb, que a su vez se utilizé como molde para la
segunda reaccion de PCR, llevada a cabo con los primers T7 o H1F2 y el especifico del EGFR (Invitrogen). El
volumen de reaccién en ambos casos fue de 25 pl, la enzima usada fue la DNA Taq Polimerasa (DS-Bio), y se
agregd DMSO al 7%. El programa utilizado fue el descripto para la Colony-PCR, y los productos de la reaccion
se corrieron en un gel de agarosa 1,3%, con el marcador de peso molecular 100 bp DNA Ladder (Fermentas).

e Transfeccion de células HEK 293

El proceso de transfeccion implica la introduccién de DNA exdgeno a una célula eucariota. En este trabajo se
utilizaron las células HEK (Human Embryonic Kidney), que son de cultivo facil, y han sido ampliamente
usadas en los ultimos afos en investigaciones de biologia molecular, debido a su alta eficiencia de
transfeccion.

Para llevar a cabo la transfeccidn, se mezclaron en un tubo (tubo 1) 9 ul de CaCl,, 62 ul de H,0 y 1 ug de
DNA. Al mismo tiempo, en otro tubo (tubo 2), se colocaron 72 pl de buffer HEPES. Una vez preparados los 2
tubos, se tomd con pipeta todo el contenido del tubo 1y se lo agregé al tubo 2, gota a gota para que las
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soluciones se vayan mezclando bien. Se dejo estar la mezcla por 15 min a temperatura ambiente, y luego se
la transfirié, también gota a gota, a las placas de cultivo de 60 mm de didmetro con las células (que se
encontraban en un 80-90% de confluencia). Se incubaron a 37 °C por 72 hs.

El DNA usado en la transfeccién es un plasmido que contiene un gen reportero que codifica para la proteina
fluorescente roja (dsRed). La integridad del plasmido se evalud a través de la capacidad de expresar esta
proteina fluorescente, y para ello se utilizd un microscopio de fluorescencia.

e Secuenciacion

Como ultimo paso para analizar el plasmido obtenido luego del proceso de clonado, y verificar que el inserto
estd correctamente incluido en el vector pPPT, se secuencid las muestras. La secuenciacion fue encargada a
la empresa Macrogen, que utiliza el método de secuenciacién a gran escala desarrollado por Applied
Biosystems, concretamente el modelo 3730XL. Las muestras se enviaron en una concentracion de 100 ng/ul
y un volumen minimo de 20 pl.

Una vez obtenidos los resultados, ademas de analizarse la secuencia en si se realizd un alineamiento entre
los resultados de la secuenciacion y la secuencia esperable por medio de la herramienta Multiple Sequence
Alignment by CLUSTALW, de la pagina www.genome.jp/tools/clustalw.
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Ill. Resultados y Discusion
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lll.A. Diseno del shRNA-EGFR

e BLAST de la secuencia especifica del EGFR y del SCR

Al introducir la secuencia utilizada para confeccionar el siRNA especifico contra el EGFR en el programa
BLAST (NCBI), los resultados fueron los siguientes:

Descriptions Pravide feedbad

Sequences producing significant alignments:

Seleet: All None Selected:

it Alignments [EDownload v GenBank Graphics Distance free of results

Max | Total Query E Max

Description score score cover value | ident
¥ Rattus norvegicus epidermal growth factor receptor (Egir), mRNA 382 382 100% 0001 100%
[T BREDICT Reattus norvegicus myosin A (Myoda), mENA 282 466 89% 1.0 100%%
™ PREDICTED: Rattus morvegicus myosin HIA (Myo3a), mRHNA 282 468 80% 1.0 100%
[T Rattus norvegicus sulfatase 1 (Sulf1), mRENA 263 263 63% 410 100%%
™ PREDICTED: Ratius norvegicus TD and POZ domain-cantaining protein 3-lke (RGD1564313), 263 263 68% 4.0 100%
[T PREDICTED: Rattus norveqicus cytoskeleton as<oc igted protein 5. transcript wariant 6 (Ckaps. 26.3 446 8%% 4.0 100%
™ Rattus norvegicus tumer necrosis factor (ligand) supedamily, member 14 (Trfef14), mRMA 26.3 263 68% 40 100%
™ Rattus norvegicus mitngen-activated protein kinase 1 interacting protein 1 (Mapklip1) mRNA 263 263 68% 40  100%

Figura 11: Secuencias que producen un alineamiento especifico con la secuencia del shRNA-EGFR.

Alignments

[ElDownload ~ GenBank Graphics

Rattus norvegicus epidermal growth factor receptor (Eafr), mRNA
Swquence ID: ref|NM_031507.1| Length: 4161 Nunber of Matches: 1

Rangs 1: 1159 fa 1187 GenBank Grashics

wSCora Expact [dantitias Eaps Strand
38.2 bils(19) 0.001 L18/19{100%) O/15(0%) Plus/Plus
pusry 1 GCUATAGGCATIGGTCRATT 14

Frirrrrerertrererenrel
Sbict 116% GUATAGGCATTIGGTEAATT 1187

Figura 12: Alineamiento del mRNA del EGFR de rata con la secuencia utilizada para construir el ShARNA-EGFR.

Efectivamente la secuencia introducida en el programa tiene un alineamiento significativo con el EGFR
en rata, y presenta un “E-value” de 0,001, que expresa la posibilidad de un alineamiento no especifico.
Por lo tanto, la secuencia con la que se construyd el shRNA-EGFR es especifica para esa proteina en el
genoma de la rata. El mismo andlisis se realizd para la secuencia scramble (SCR), obteniéndose los
siguientes resultados:
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Descriptions

Sequences producing significantalignments:
Select Al Nons Selected0

Erovide feedbal

i1 Alignments

Max
Description
score

[T PREDICTED: Rattus norvegicus seizure threshold 2 homolog (mouse). transcript variamt 1 (Szt2),  24.3

" PREDICTED: Rattus norvegic us seizure threshold 2 homoleg (mouse]. transcript variamt 2 (Szt2),  24.3

FREDICTED- Rattus narveqic us seizure threshold 2 homaoloag (mouse) transcript variant 2 (Szt2) 243

PREDICTED: Rattus norvegic us EP300 interacting inhibitor of differentiation 2 (Fid?} mRNA =refy 24.3

PREDICTED: Rattus norve-gic us seizure threshold 2 homoleg (mouse). transcript variant 1 (Szt2), 24,3

I R A

Rattus nonwegicus solute camier family & (neurctransmitter transporter, glycine}, member 5 (SlcGa! 24,3

Taotal
score

243
243
243
24.3
24.3

243

Query
cover

63%
63%
63%
3%
B3%

63%

walue

16

Max
ident

1000%
100%
100%
100%
100%

100%

Figura 13: Secuencias que producen un alineamiento especifico con la secuencia del shRNA-SCR.

Los valores de “E-value” iguales o mayores a 16 obtenidos en este andlisis indican que las secuencias de

la lista pueden producir alineamientos no especificos con la secuencia SCR, pero esta ultima no inhibir3,

en principio, ningun elemento del genoma de la rata de forma especifica.

e OligoAnalyzer para la cadena sense del shRNA-EGFR

El hairpin formado por la secuencia sense del shRNA-EGFR, predicho por el programa OligoAnalyzer se

muestra en la Figura 14.

Output of sir_graph (C) Created Wed Jan 23 17110354 2013
mfold_util 4.5
30

7 R o T
o0
dG = —23.563 saa32oesukbhgOkliroj3nwn_51053P_1

Figura 14: Hairpin formado por la cadena sense del EGFR.

Con el mismo programa se analizaron los valores de energia libre (AG) correspondientes a la formacidn
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del hairpin, de los homodimeros (hibridizacién de 2 cadenas sense o 2 antisense) y de los heterodimeros
(hibridizacién de una cadena sense con una antisense). Los resultados fueron los siguientes:

@ G hairpin = -23,99 kcal/mol
€ AG homodimero = - 41,52 kcal/mol
@ /G heterodimero = -123,86 kcal/mol

Estos resultados demuestran que la formacién del DNA doble cadena es termodindmicamente mas
favorable que la formacién del hairpin, y a su vez que dentro de las moléculas doble cadena, es mucho
mas favorable la formacién del heterodimero que la del homodimero.

I11.B. Construccion del vector lentiviral

El primer paso implicado en la construccién del vector fue la formacién del inserto doble cadena, por
“annealing” o apareamiento entre los primers sense y antisense. El primer protocolo utilizado (ver
Materiales y Métodos) no dio los resultados esperados, dado que no aparecia la banda del peso
esperado porque obteniamos geles en blanco, o se veian en posiciones correspondientes a pesos
moleculares mas elevados (150 pb) o no habia diferencia entre los primers (ssDNA) y el dsDNA. Con el
agregado del DMSO, recomendado para evitar la formacidn de estructuras secundarias, se logré obtener
el inserto de forma correcta, verificAndose el peso molecular adecuado en un gel de poliacrilamida 12%
(Figura 15). La concentracion del dsDNA utilizado para sembrar el gel fue 50 uM. Para estos ensayos se
utilizaron los primers que forman el inserto con los sitios de corte completos, lo que da una molécula de
85 pb.

Figura 15: Annealing del inserto con y sin DMSO. Gel de acrilamida 12%. 1: marcador de peso molecular 100 bp
DNA Ladder; 2: primer sense sin DMSO; 3: primer sense con DMSO; 4: primer antisense sin DMSO; 5: primer
antisense con DMSO; 6: dsDNA sin DMSO; 7: dsDNA con DMSO.

A fin de mejorar la reaccién de annealing, se siguid el protocolo recomendado por la compaiiia
Invitrogen, donde no hay utilizacién de DMSO pero la velocidad de enfriamiento es mas rapida. Ademas
el dsDNA se diluye 1/100 antes de sembrarlo en el gel, lo que corresponde a una concentracion 500 nM
(a diferencia de la 50 uM sembrada en el primer protocolo). Los productos se corrieron en un gel de
agarosa 4%, y los resultados mostraron las bandas correspondientes a los primers y al dsDNA en el peso
molecular adecuado (Figura 16).
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100 pb

75 pb

50 pb

Figura 16: Annealing con el protocolo de Invitrogen. Gel de agarosa 4%.
1: marcador de peso molecular 100 bp DNA Ladder; 2: primer sense;
3: primer antisense; 4-5: dsDNA.

A partir de estos resultados, el protocolo utilizado para el annealing en todos los eventos de clonado
posteriores fue el recomendado por Invitrogen.

Una vez generado el inserto, el paso posterior fue la digestién enzimatica del vector pPPT. Inicialmente
se cortdé con BamHI dado que en experimentos previos se observd que esta enzima producia un corte
incompleto. La electroforesis en gel de agarosa permite separar el vector no cortado de aquel que si lo
estd (Figura 17).

1 2 3 4 5 &
10000 pb w_|
——

8000pb +—f— - - '-a

/u

-

Figura 17: Vector pPPT cortado con BamHI. Gel de agarosa 0,8%.
1: marcador de paso molecular 1Kkb DNA Ladder;
2: vector sin cortar; 3-6: vector cortado con BamHlI.

Las bandas superiores corresponden al vector cortado, que al haberse linearizado corre menos en los
geles de agarosa y aparece a un peso molecular superior. Las bandas inferiores corresponden al vector
que quedd sin cortar que, al ser superenrrollado y por lo tanto mas compacto, tiene una mayor
movilidad electroforética. Para continuar con el clonado, se extrajeron y purificaron las bandas
superiores.

A continuacién se corté el vector pPPT con Pacl. Este segundo corte no tiene un resultado visible en
geles de agarosa, dado que el fragmento que se elimina al cortar con la segunda enzima es de apenas 68
pb, contra los aprox. 7.500 pb que tiene el vector pPPT lineal. Por lo tanto, el resultado del corte con Pac/
es una Unica banda (Figura 18).
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Figura 18: Vector pPPT cortado con BamHI y Pacl. Gel de agarosa 0,8%.
1: marcador de paso molecular 1Kkb DNA Ladder;
2-5: vector cortado con BamH! 'y Pacl.

Una vez obtenido el vector pPPT cortado con las dos enzimas de restriccion, y formado el inserto doble
cadena, se procedié a ligarlos. Las relaciones de ligacidn utilizadas fueron variando en los distintos
clonados; en todos se utiliz6 como control positivo el vector pPPT cortado con una sola enzima, y ligado
sin inserto, y como control negativo el vector pPPT cortado con las dos enzimas, y ligado sin inserto.

I11.C. Produccion y obtencion del plasmido vector

Terminada la reaccién de ligacidn, se utilizd el producto para transformar bacterias E. coli DH5-a
electrocompetentes, y luego de crecerlas 1 h a 37 °C y con agitacidn, se sembraron 100 pl en placas de LB
con ampicilina. Se incubd las placas en estufa toda la noche. El proceso de transformacion trajo grandes
complicaciones, dado que en numerosas ocasiones, al mirar las placas 24 hs después, no tenian colonias.
Varios son los factores que pueden afectar la eficiencia de la transformacién. Dado que las bacterias
electrocompetentes ya habian sido utilizadas en otros procesos de transformacidn, con resultados positivos,
se descartd una incorrecta competencia de las células como motivo causal de la falta de obtencion de
colonias transformadas. La bibliografia reporta que la eficiencia de transformaciéon de bacterias E. coli
competentes disminuye linealmente con el tamafo del plasmido utilizado, y con la presencia de
polietilenglicol (PEG), proveniente de la mezcla de ligacién [46, 47].

Purificando las ligaciones para disminuir la concentracién de PEG, se obtuvieron los resultados ilustrados en
la Figura 19. El control negativo no crecid, indicando que el plasmido pPPT cortado con ambas enzimas pero
en ausencia de inserto no se re-ligd, aun en presencia de la T4 DNA ligasa. Al no circularizarse se degrada al
ingresar a la bacteria, y por lo tanto no le confiere resistencia a ampicilina. El control positivo presenté una
gran cantidad de colonias, indicando que la ligacidn fue efectiva, dado que consistia en el vector pPPT
cortado una sola vez, y por tanto con extremos cohesivos compatibles. Las 3 relaciones vector : inserto
ensayadas fueron 1:50, 1:10y 1:3, y en los 3 casos crecieron colonias.
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Figura 19: Transformacidn. Placas de LB agar con ampicilina, sembradas con bacterias que fueron transformadas con el
producto de distintas relaciones de ligacion. 1: relacién de ligacién vector : inserto 1:50; 2: relacién de ligacién 1:10; 3:
relacion de ligacion 1:3; 4: control negativo; 5: control positivo.

El paso siguiente fue elegir colonias al azar de todas las placas, y tomarlas para realizar una colony-PCR, a fin
de verificar la naturaleza y la integridad del plasmido presente en las bacterias, que les confiere la resistencia
a ampicilina. El producto de la colony-PCR se analizd por electroforesis en un gel de agarosa 1,25%, y los
resultados se muestran en la Figura 20. Dado que los primers usados para esta PCR fueron el HIF2 y el T7, el
resultado deberia ser un amplicén de 867 pb. La banda correspondiente al control positivo de la PCR, dado
por el vector de clonado original pPPT (indicada con el n? 2 en la Figura 20), se encuentra en el peso
molecular correcto. Las bandas numeradas del 3 al 20 en la Figura 20, correspondientes a las colonias
tomadas al azar de las placas, dan un amplicon de aproximadamente el mismo tamafo que el control.

1 2 3 4 5 6 7 8+10 1112 13 14 15 16 17 18 19 20

1000 pb
800 pb o - o o — I St D it i g O iy st

Figura 20: Colony-PCR. Gel de agarosa 1,25%. 1: marcador de peso molecular 100 pb DNA Ladder; 2: control
positivo de la PCR, que consiste en el vector de clonado inicial pPPT; 3-20: colonias al azar tomadas de las placas.

Las 2 colonias que generaron las bandas mas cercanas a la banda control (indicadas en la figura con los
numeros 3 y 4, y llamadas de aqui en adelante “muestra 1” y “muestra 2”) fueron utilizadas para
continuar con el proceso. Se armaron pre-cultivos de 24 hs, y luego con ellos se realizaron maxipreps, a
fin de obtener DNA plasmidico. Luego de purificar los productos mediante precipitacion fenol-
cloroformo, se midié la cantidad de DNA de cada muestra, preparando para ello diluciones 1/100. Las
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concentraciones obtenidas fueron:

e muestral=1,520 pg/ul
e muestra 2 =0,385 pg/ul

A continuacién se procedié a realizar los analisis para verificar si el plasmido aislado contiene
efectivamente el inserto clonado.

I11.D. Andlisis del plasmido vector generado

El primer experimento realizado para corroborar la naturaleza del plasmido aislado fue su digestién con
las enzimas de restriccion BamHI y Pacl. Se cortd 1 ug de plasmido con cada enzima, y se analizé por
electroforesis en un gel de agarosa 0,8%. Como control se digirié el vector pPPT con las mismas enzimas.
Los resultados se muestran en la Figura 21. El control (indicado con los nimeros 2, 3 y 4 de la Figura 21)
mostro una banda entre 6000 y 8000 pb cuando se corrié sin cortar, y bandas superiores cuando fue
cortado con las enzimas de restriccion (debido a que se linearizd). Los dos pldasmidos obtenidos por
maxipreps analizados por electroforesis en el gel de agarosa dieron un patrén de bandas similar al
control positivo sin cortar y cortado con las 2 enzimas de restriccion utilizadas en el clonado. La
diferencia de intensidad entre las bandas del control y las de las maxipreps puede deberse a algln error
en la medida de las concentraciones de las maxipreps, que haya provocado que se corte menos de 1 ug
de DNA. El gel de agarosa nos permitid observar que la muestra 2 presenta un mayor background
fluorescente, lo cual indica que podria estar contaminada con algun otro tipo de DNA.

10000 pb
8000 pb

6000 pb

Figura 21: Digestion de las maxipreps. Gel de agarosa 0,8%. 1: marcador de peso molecular 1Kb DNA Ladder; 2:

vector pPPT (control positivo) sin cortar; 3: vector pPPT cortado con BamH]; 4: vector pPPT cortado con Pacl; 5:

muestra 1 sin cortar; 6: muestra 1 cortada con BamHI; 7: muestra 1 cortada con Pacl; 8: muestra 2 sin cortar; 9:
muestra 2 cortada con BamHI; 10: muestra 2 cortada con Pacl.

Otras pruebas que se realizaron con el plasmido vector aislado fueron distintos formatos de PCR. Lo
primero que se hizo fue una PCR inespecifica para el shRNA-EGFR pero especifica para el plasmido vector
pPPT, con los primer H1F2 y T7, equivalente a la colony-PCR pero esta vez con el plasmido purificado
como molde (y no directamente a partir de un lisado bacteriano). El resultado, mostrado en la Figura 22,
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fue para las 2 muestras una banda de aproximadamente 867 pb.

1000 pb

750 pb

Figura 22: PCR con primers H1F2 y T7. Gel de agarosa 1,3%.
1: marcador de peso molecular 1Kb DNA Ladder; 2: control positivo de la PCR con el vector de clonado pPPT
intacto; 3: muestra 1; 4: muestra 2.

Por otro lado se realizé una PCR especifica, con los primers H1F2 o T7, y el primer especifico del shRNA-
EGFR. Dado que este ultimo primer es especifico de la secuencia inhibidora del EGFR, solo deberia verse
una banda en el gel si el DNA molde (en este caso la muestra 1) tiene el inserto. El producto de esta PCR
se analizd mediante electroforesis en un gel de agarosa 2,5% y con el marcador de peso molecular
GeneRuler™ Ultra Low Range DNA Ladder. Como control negativo se utilizé el vector de clonado pPPT,
que al no tener el inserto no deberia dar una banda, dado que no puede hibridizarse con el primer
especifico del EGFR. Los resultados se muestran en la Figura 23. Efectivamente el control negativo
(indicado con el numero 2) no mostrd ninguna banda salvo las correspondientes a los primers y a algin
producto de amplificacidn inespecifica. La muestra 1 (indicada con el numero 3) presentd una banda
cercana a los 200 pb, que corresponde al amplicdn formado por hibridizacion de los primers H1F2 y el
especifico del EGFR. Dado que el gel no se resolvié bien, no pudimos comprobar la presencia de una
banda de alrededor de 47 pb, correspondiente al annealing sobre las 2 cadenas complementarias del
primer especifico del EGFR.

200pb - |

150 pb <+—]

Figura 23: PCR con primer especifico del EGFR. Gel de agarosa 2,5%.
1: marcador de peso molecular GeneRuler™ Ultra Low Range DNA Ladder;
2: control negativo de la PCR, vector de clonado pPPT; 3: muestra 1.
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El ultimo formato de PCR que se utilizd para analizar si los plasmidos obtenidos mediante el proceso de
maxiprep tenian el inserto correctamente clonado fue la PCR anidada. Para eso se realizdé una primera
ronda de PCR con los primers H1F2 y T7, y luego una segunda ronda, utilizando como molde el producto
de la primera, y como primers el H1F2 o el T7, y el especifico del EGFR. Los resultados se muestran en la
Figura 24. Como control negativo se utilizd el vector pPPT, que como no tiene la secuencia del shRNA-
EGFR, no deberia amplificar con el primer especifico del EGFR como cebador. La primera ronda de PCR
(calles 2, 5 y 8 en la Figura 24) dio un fragmento de peso molecular cercano a 1000 pb, tal como
esperabamos.

1 2 3 4 5 G0 7 8 9 10 11

Figura 24: PCR anidada. Gel de agarosa 1,5%. 1: marcador de peso molecular GeneRulerTM 100 bp DNA Ladder; 2:
PCR con los primers H1F2 y T7 de la muestra 1; 3: PCR con los primers EGFR y T7 del amplicon de la muestra 1; 4:
PCR con los primers EGFR y H1F2 del amplicdn de la muestra 1; 5: PCR con los primers H1F2 y T7 de la muestra 2; 6:
PCR con los primers EGFR y T7 del amplicdn de la muestra 2; 7: PCR con los primers EGFR y H1F2 del amplicén de la
muestra 2; 8: PCR del vector pPPT con los primers H1F2 y T7; 9: PCR con los primers EGFR y T7 del amplicén del
vector pPPT; 10: PCR con los primers EGFR y H1F2 del amplicon del pPPT; 11: GeneRulerTM 1Kb DNA Ladder.

La segunda ronda de PCR no dio productos detectables en el gel, tanto cuando se uso con el primer H1F2
como cuando se uso con el T7 (en combinacién siempre con el especifico del EGFR). Este resultado
puede interpretarse como que la secuencia del shRNA-EGFR no se encuentra clonada en las muestras 1y
2, y por lo tanto el primer especifico del EGFR no se hibridiza, y no se produce la reaccién de PCR.
Quedaria por realizar, como control positivo de la reaccién, una PCR anidada con un primer especifico de
la secuencia que porta inicialmente el pPPT, y donde se deberian obtener las bandas propuestas para el
caso del EGFR.

A lo largo del proceso de clonado se han puesto a punto las diversas variantes de los modelos de PCR,
dado que se han corrido PCR con resultados nulos, y también se han obtenido varias bandas producto
del annealing inespecifico de los primers. Muchas son las variables que afectan la especificidad y
eficiencia en una reaccidn de PCR. La bibliografia reporta que la cantidad de DNA total empleado como
molde en la reaccidn tiene un marcado efecto en el resultado obtenido. El uso de altas concentraciones
de DNA molde puede provocar un empaquetamiento del material genético en el pequefio volumen de
reaccion, lo que genera hibridaciones inespecificas de los cebadores e incluso bajas concentraciones de
DNA sintetizado, debido a un problema de difusion de las moléculas de Taq polimerasa. Asimismo, debe
existir un balance entre la concentracion inicial de DNA molde y el numero de ciclos de amplificacién de
la reaccidn. Generalmente se observa una acumulacién de productos inespecificos cuando se utiliza una
elevada concentracion inicial de DNA molde acompafiada de un alto nimero de ciclos. La reduccién del
numero de ciclos puede evitar dicho problema, pero la bibliografia recomienda disminuir las
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concentraciones de cebador, DNA molde, polimerasa y/o nucleétidos ya que habitualmente aseguran la
obtencién de un producto mas puro y un menor fondo [45, 48].

Otro experimento que se realizd para comprobar la naturaleza de los plasmidos aislados fue utilizarlos
para transfectar células HEK. Dado que el vector de clonado pPPT codifica para la proteina DSRed, su
introduccion en células HEK provoca que estas fluorescan. Se transfectd con 1 ug de cada muestra, y los
resultados a las 72 hs de la transfeccién se muestran en la Figura 25 para la muestra 1 y en la Figura 26
para la muestra 2. Efectivamente las células presentaron fluorescencia, confirmando que el plasmido

aislado estaba integro (como para que la proteina fluorescente pueda expresarse).

Figura 25: Transfeccion de células HEK con la muestra 1. 1: Células vistas con un aumento de 40X; 2: células vistas
con el filtro fluorescente, con un aumento de 40X.

Figura 26: Transfeccion de células HEK con la muestra 2. 1: Células vistas con un aumento de 40X; 2: células vistas
con el filtro fluorescente, con un aumento de 100X.

Finalmente, la ultima y definitoria prueba para comprobar si el clonado habia sido correcto, fue
secuenciar las muestras (Macrogen, Korea) utilizando primers que permitieran una lectura del inserto
desde el lado 5’ o desde el lado 3’ del cassette insertado, respectivamente H1F2 y T7. Los resultados
mostraron una secuenciacion incompleta o indeterminada. Aquellas regiones de la secuencia analizada
limpias o coherentes fueron alineadas (CLUSTALW) con las secuencias cassette para el shRNA-EGFR
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(Figura 27) o la secuencia del pPPT original. En ninguna de las dos muestras enviadas a analizar se
encontrd la secuencia del shRNA-EGFR. Segun informd la empresa Macrogen, esto en parte fue debido a
gue las muestras estaban demasiado diluidas, lo que pudo haber impedido la correcta secuenciacién de

las mismas.

Secuencial ARATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGARACCCGACAGGACTATCAAGATACCAGGCGTT
SecuenciaEGFR =  ——————— - — oo
Secuencial TCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCT
SecuenciaEGFR ~  —————————— GGATCCCGCATAGGCATTGGTGAATTTTCARAGAGARATTCACCAATGCCT

* *TxExX * x * & * E * * & * **x *Txx
Secuencial GTCCGCCTTTCGCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATACCTCACGCTGTACGTATCT
SecuenciaEGFR ATGCGTTTTTTCCAATTAATTARA—————————————————————————————————————

* *x * & x * E * &

Secuencial CAGTTCGGAGGAGGTCGTTCGCTCCTACCTGGGCTGTGTGCACGARACCCCCCGTTCAGCC
SecuenciaEGFR =  ——————— - - — oo

Figura 27: Ejemplo de alineamiento de la secuencia de la muestra 1 con el shRNA-EGFR.
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IV. Conclusiones
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IV. Conclusiones

El objetivo principal del presente trabajo fue desarrollar un lentivirus que pudiera expresar un shRNA
capaz de silenciar el EGFR en el miocardio de rata. Para ello se procedioé a clonar en un vector plasmidico
la secuencia codificante del shRNA-EGFR. Al momento de esta presentacion no se ha logrado cumplir
con ese objetivo final, a pesar de que los pasos previos para el desarrollo del clon que se enumeran a
continuacién, fueron cumplidos satisfactoriamente:

Sintesis del inserto

Digestidn del vector pPPT

Purificacidn del vector pPPT

Ligacion de inserto en el vector

Transformacién de bacterias electrocompetentes
Produccion de plasmidos

Andlisis de la integridad del plasmido producido

©® N U AWM

Transfeccion con el plasmido de células de mamifero HEK 293

Desafortunadamente, el Ultimo paso del proceso de clonacidn consistente en el andlisis de la secuencia
del pldasmido, arrojo un resultado ambiguo. Por un lado, no permitié confirmar el clonado del shRNA-
EGFR en el vector pPPT, pero por el otro, no fue lo suficientemente concluyente como para afirmar que
la secuencia era incorrecta. Dicho de otro modo, existe la posibilidad de que la secuencia clonada haya
sido efectivamente la correcta, pero inconvenientes de indole técnica tales como concentracién
inadecuada de las muestras y/o formacion de estructuras secundarias hayan impedido su deteccidn.

En este escenario, la tarea siguiente sera ajustar determinados aspectos de la estrategia experimental
para tratar de alcanzar el objetivo oportunamente planteado y poder pasar a la etapa de pruebas
funcionales. En la siguiente seccidon del presente trabajo de investigacién se resumen bajo el titulo
“Direcciones futuras” algunas de las actividades programadas para tal fin.
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V. Direcciones futuras
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V. Direcciones futuras

En una primera etapa se tomaran medidas tendientes a evitar los inconvenientes técnicos que se
plantearon durante la etapa de la secuenciacidn como aumentar la concentracién de las muestras y
repetir los pasos de purificacidn, para trabajar con un material no contaminado.

Si aun luego de mejorar estos aspectos el analisis de la secuenciacion determinara la ausencia de la
secuencia del shRNA-EGFR en el pldasmido pPPT, se podria intentar la obtencién de nuevos clones del
mismo ensayo y la realizacién de todos los pasos posteriores ya descriptos hasta llegar a una nueva
secuenciacion.

Por ultimo, si fuera necesario descartar el proceso de clonado completo, se impondria inicialmente un
cambio de estrategia menor como por ejemplo preservar los fosfatos del vector pPPT para favorecer la
ligacion con el inserto digerido con las enzimas de restriccion. En segundo término utilizar un vector
intermedio como el pGEM-T-Easy que nos permita trabajar con una sola enzima de restriccién y agregue
etapas de “screening”.
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