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RESUMEN

El nicleo de las células de vertebrados es una estructura compleja, altamente
organizada y plastica con territorios cromosomicos (TC) bien definidos rodeados por
el compartimiento intercromatinico. La heterocromatina se localiza en la periferia
nuclear mientras la eucromatina mapea en las regiones centrales. En hembras de
mamiferos uno de los cromosomas X sufre un proceso de condensacion e
inactivacion (Xi) como resultado de modificaciones postraduccionales de histonas,
generacion de ARN Xist, incorporacion de la variante histonica macroH2A y union de
la proteina HP1. En granulocitos humanos Xi es extruido del nucleo polilobulado

generando una estructura denominada "palillo de tambor".

La linea celular promielocitica humana HL60 presenta la t(5:17) con reordenamiento
del receptor ATRA entre otras translocaciones y una trisomia del cromosoma #18. El
tratamiento de las células HL60 con &cido retinoico (ATRA) induce su diferenciacion
a granulocitos con polilobulacion nuclear (HL60-ATRA).

Los objetivos del presente trabajo se enfocaron en verificar la existencia de un
proceso inducible en la linea HL60 capaz de segregar y eliminar uno de los
cromosomas 18 a través de modificaciones de la estructura nuclear. Paralelamente,
se estudiaron las modificaciones estructurales y ultraestructurales a nivel de la
cromatina y la envoltura nuclear inducidas por ATRA. El abordaje experimental
incluyd cultivos celulares, citometria de flujo, inmunomarcacion de laminas, FISH
interfasico, microscopia confocal (MC), microscopia electronica de transmision
(MET) y de barrido (MEB) y microdiseccion LASER.

Los estudios citométricos revelaron una importante disminucion de las fases S/G2/M
en las poblaciones HL60-ATRA (16%) en comparacion con los controles tratados
con PBS o DMSO (48% y 54%, respectivamente), confirmando el alto grado de
diferenciacion con acumulacion de células en G1/GO (84%). El empleo de
marcadores especificos de blastos (CD13) y granulocitos (CD11b) permitio
comprobar la diferenciacion inducida por ATRA. Con este ensayo se evidencié un

claro incremento del marcador CD11b en la poblacién diferenciada.

Se elaboraron sondas de elevada especificidad para detectar los TC #18 y #19 para
los experimentos de FISH interfasico. La hibridacion de las sondas a nucleos

polilobulados de células HL60-ATRA (n = 872) reveld la existencia de un proceso (T
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II'a T VIl) de condensacion y segregacion hacia un |6bulo periférico de un TC #18
que prosigue con su inclusién en una protrusion nuclear y la formacion de una
estructura similar al “palillo de tambor”. Este proceso, que en sus fases T IV a T VI
involucro al 16,63% de las células HL60-ATRA analizadas, finaliza con la eliminacion
del TC #18. Las células control (DMSO, n = 2165) mostraron, en un bajo porcentaje

(1,15%), un comportamiento similar de un TC #18 en las mismas fases.

El andlisis de las imagenes obtenidas por MC permiti6 determinar que el TC #18
extruido presentaba una mayor distancia respecto a los restantes TC. Asimismo, el
TC #18 en proceso de eliminacién mostr6 menor area y mayor grado de circularidad

comparado a los otros TC ponderados para el analisis.

La inmunolocalizacién de laminas mostr6 escasa presencia de lamina A/C y un
marcado enriquecimiento en lamina B en ndcleos control y HL60-ATRA,
particularmente a nivel de las protrusiones y los micronucleos originados como
consecuencia de la eliminacion del TC #18 supernumerario. La riqueza en lamina B
otorga mayor plasticidad de la envoltura nuclear lo cual promoveria la formacion de

protrusiones.

Los ensayos de MET evidenciaron la produccion de protrusiones de menor tamafio a
las observadas por MC y de dilataciones del espacio perinuclear vinculadas a los
poros (PN) y ocupadas por cuerpos nucleares o material amorfo o fibrilar. Los
estudios desarrollados con MEB mostraron la presencia de notorias invaginaciones
de la membrana plasmatica que parecen correlacionarse con los profundos cambios

morfolégicos que experimentan las células HL60 en presencia de ATRA.

Finalmente, se logré implementar una metodologia para la obtencion de muestras de
protrusiones nucleares a través de microdisecciéon LASER que permitira profundizar

el conocimiento sobre las propiedades de estas peculiares estructuras.

En suma, se verifico la existencia de un mecanismo original no reportado hasta el
presente que involucra la eliminacion, al parecer de caracter selectivo, de un
cromosoma en condicion trisomica inducida por ATRA en células HL60. El proceso
de diferenciacién granulocitica inducido seria clave para modificar las caracteristicas
morfologicas del ndcleo y la generacion de protrusiones mediantela remodelacion de
la EN sumada a cambios en la composicion en laminas promoviendo su mayor
plasticidad y flexibilidad. Los estudios por MET y MEB mostraron complejas
estructuras (protrusiones y DEP) similares a las observadas por MC que corroboran



la elevada plasticidad tanto del ndcleo como de la EN. Futuras investigaciones
permitirdn determinar el grado de similitud del proceso analizado con el
correspondiente a la inactivacion del cromosoma X (modificaciones epigenéticas,
incorporacion de variantes histonicas, ARNs no codificantes, proteinas represoras) y
la presencia de este peculiar proceso en leucemias promielociticas que exhiben

otros cromosomas en condicién trisémica.



1. INTRODUCCION

1.1  Arquitectura nuclear

La mayoria de la informacion sobre la organizacién cromosomica deriva de estudios
realizados sobre una estructura transitoria en la cual la cromatina alcanza su grado
mas elevado de condensacion: el cromosoma metafasico. Sin embargo, funciones
basicas en los nucleos eucariotas tales como la replicacion y reparaciéon del ADN
sumados a la transcripcién y procesamiento del ARN se producen durante la
interfase del ciclo celular (Iborra et al. 2001; Spector et al. 2003). La arquitectura
nuclear y la organizacion de los cromosomas en interfase siguen siendo estructuras
poco conocidas a pesar de recientes progresos hacia la comprension de su compleja

configuracion y funcién (Cremer et al. 2010).

La posibilidad de realizar estudios microscopicos avanzados sobre la arquitectura
del ndcleo celular se deben, en gran medida, al desarrollo de sondas para la
deteccién de regiones especificas de la cromatina y dominios no cromatinicos en
forma multicolor. Las herramientas incluyen sondas de ADN de variada complejidad
para revelar la organizaciéon y posicién de regiones especificas de la cromatina y
dominios subcromatinicos preservando la disposicion espacial del material nuclear
(Cremer et al. 2010; Capodieci et al. 2005; Solovei et al. 2002). La técnica de FISH
(Fluorescence In Situ Hibridization) en tres dimensiones (FISH-3D) empleando
sondas de ARN ha permitido no sélo la identificacion de patrones topograficos de la
transcripcion nuclear global, sino también mapear genes transcripcionalmente

activos (Cremer et al. 2003).

Actualmente se acepta que la arquitectura del nucleo interfasico, desempefia un
papel critico en numerosos procesos nucleares tales como: la modulacion de la
transcripcion, regulacion del desarrollo embrionario, replicacion y reparacion del
ADN, apoptosis, rearreglos cromosémicos y envejecimiento celular (Leitch 2000;
Foster y Bridger 2005; Misteli y Soutoglou 2009; Rougette et al. 2010; Rajapakse y
Groudine 2011).

Por otro lado, la aplicacion del FISH interfasico a nivel clinico ha colaborado en

mejorar la precision diagnostica de las aberraciones cromosomicas (AC) presentes
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en individuos con malformaciones congénitas, retardo mental, enfermedades

neuroldgicas, infertilidad o enfermedades neoplasicas (Yurov et al. 2013).

Los nulcleos eucariotas son altamente compartimentalizados y se organizan en
discretos dominios o territorios cromosémicos (TC) tridimensionales. Durante la
interfase, los cromosomas de plantas, levaduras y Drosophila se organizan en una
configuracion denominada de Rabl en la cual los teldmeros y centromeros se
congregan en lados opuestos del nudcleo. Por el contrario, los nucleos de
vertebrados exhiben una disposicion radial de sus cromosomas durante la interfase.
Esta particular organizacibn no es estocastica aunque han sido observadas
variaciones de acuerdo a la forma y tipo celular, grado de diferenciacion, presencia
de AC, senescencia y transformacion. Los cromosomas ricos en genes tienden a
ubicarse en la parte interior de los nucleos, mientras que los pobres en genes

mapean en la periferia nuclear (Bolzer et al. 2005; Croft et al. 1999).

El posicionamiento de los diferentes tipos de cromatina (heterocromatina constitutiva
y facultativa, eucromatina) refleja la disposicién de los cromosomas de acuerdo a su
rigueza en genes en el interior nuclear. Asi, la heterocromatina facultativa (HF) y
constitutiva (HC) residen en la periferia nuclear aunque esta ultima también se ubica
en torno a los nucléolos y en los cromocentros. La eucromatina, en cambio, ocupa el

interior del ndcleo (Figura 1).

Un ejemplo bien documentado al respecto lo ofrecen los cromosomas humanos #18
(pobre en genes, 77 Mb, 4.3 genes por Mb) y #19 (rico en genes, 63 Mb, 5 veces
mas genes por Mb) (Tanabe et al. 2002). Este peculiar posicionamiento interfasico
muestra un alto grado de conservacion a lo largo de la evolucién pues otros primates
presentan los mismos patrones topologicos de distribucion intranuclear de estos
cromosomas (Habermann et al. 2001). Otros cromosomas humanos de elevada
riqueza génica (#17, #22) o pobres en genes (#4, #13) presentan una similar

ubicacion nuclear (Heride et al. 2010).

Por otro lado, se ha observado una tendencia de los cromosomas mas pequefios a
posicionarse en las regiones centrales del nucleo celular. Esta configuracién nuclear
relacionada al tamafio cromosomico ha sido elegantemente demostrada en
fibroblastos de pollo mediante FISH utilizando sondas para minicromosomas (MICs,
ricos en genes) y macrocromosomas (MACs, pobres en genes) (Grandy et al. 2002).

Los estudios desarrollados por Kipper et al. (2007) demostraron que el factor
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principal para la localizacion de los TCs en el nucleo es la densidad génica y no el

nivel transcripcional (Osborne et al. 2004).

Figura 1.- Esquema de la estructura compartimentada del nicleo de una célula eucarittica.
Se representan cuatro territorios cromosoémicos (CTa-d), un cromocentro (C), el nucléolo (N)
y el cromosoma X inactivo o corpusculo de Barr (Xi). Los entornos heterocrométicos de
escasa 0 nula transcripcién se localizan en la periferia nuclear (h), cromocentro y regiéon
perinucleolar. Xi replica tardiamente mientras que la cromatina rica en genes replica en
forma temprana y habita el interior nuclear. Los poros nucleares se conectan con el
compartimiento intercromatinico (Cl) y pueden vincularse a factorias transcripcionales
(asteriscos). La organizacion de los CT es radial y se distribuyen en el volumen nuclear de
acuerdo a su riqueza génica y tamafio. CTa corresponde a un cromosoma de mayor tamafio
con dominios heterocromaticos represores asociados a la membrana nuclear o integra parte
del cromocentro (triangulos negros). Los cromosomas pobres (CTh) y ricos en genes (CTc)
residen en la periferia y el interior nuclear, respectivamente. CTd y CTc poseen regiones
organizadoras del nucléolo (NOR, triangulos blancos). Los bucles de cromatina activa
mapean mayoritariamente en la superficie de los CT y protruyen en el Cl. La
interrelaciénentre subdominios limitrofes de CTa y CTh, sumado a la movilidad de loci
génicos hacia regiones de alta expresion génica (gene expression neighbourhoods) via la
formacion de bucles de cromatina de largo alcance (giant loops) seindican mediante flechas

negras cortas y largas, respectivamente. Tomado de Folle (2008).
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La estructura de los nucleos de mamiferos es sumamente plastica. Los
fotoreceptores (bastones) de la retina de animales de habito nocturno presentan una
distribucion invertida de la eucromatina y heterocromatina. En estas peculiares
células la HC ocupa la regién central del nacleo conformando un Unico cromocentro
rodeado de HF. La eucromatina se ubica en la periferia nuclear. Este particular
ordenamiento del nucleo obedeceria a la necesidad de lograr un pasaje mas
eficiente de la luz a través de las estructuras nucleares de los fotoreceptores. Dicha
reorganizacion nuclear aumentaria la capacidad de vision en la oscuridad lo cual es
critico para la supervivencia en estas condiciones (Solovei et al. 2009). Otro ejemplo
lo constituyen los granulocitos que experimentan cambios radicales en la estructura
del nucleo durante su diferenciacion, alcanzando una forma polilobulada a partir de

la forma ovoide inicial (Olins et al. 2001).

Por otro lado, los cambios numéricos y estructurales de los cromosomas observados
tanto en individuos como en lineas celulares demuestran la capacidad del nucleo
celular para manejar modificaciones drasticas en la cantidad y ordenamiento de la

informacion genética que alberga (Harewood et al. 2010).

Los genes también muestran un patron no aleatorio de ubicacion dentro del volumen
nuclear en interfase. Dos factores parecen determinar la posicion de los genes: a) la
existencia de regiones de alta densidad génica y; b) la actividad transcripcional. Los
genes activos muestran una tendencia a residir en regiones centrales del nucleo y
los inactivos hacia la periferia. De manera analoga, los loci génicos pueden
reubicarse en el interior nuclear para su activacion o dirigirse hacia zonas
heterocromaticas para su silenciamiento. Las regiones eucromaticas Yy
heterocromaticas poseen modificaciones epigenéticas caracteristicas como
acetilaciéon de H3 y H4 y metilacion de H3K9, H3K27 o H4K20 que contribuyen al
grado de expresién o silenciamiento de la informacién genética (Cremer et al. 1993;
Bartova et al. 2008). La proximidad espacial en una region central del nacleo podria
facilitar la coordinacion temporal de la transcripcion de varios genes,
independientemente de su ubicacién en diferentes cromosomas. Esta organizacion
contribuiria a establecer una topografia dinamica de la cromatina con alta capacidad
de adaptacion a los requisitos celulares (Shopland et al. 2006; Spilianakis et al.
2005; Maraldi et al. 2005). Una serie de estructuras anclan segmentos de cromatina
pobre en genes a la lamina nuclear a través de una compleja interaccion entre

proteinas de la membrana nuclear y proteinas de union al ADN. Sin embargo, no se
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conocen mecanismos que anclen la cromatina densa en genes al interior nuclear
(Osborne et al. 2004; Cremer et al. 2000).

La presencia de heterocromatina adyacente a la membrana nuclear y el
silenciamiento de genes en este subcompartimento apoya la hipotesis que postula a
la periferia nuclear como un ambiente represivo para la transcripcién (Schneider et
al. 2007). Las laminas A/C y B, que componen la lamina nuclear, se organizan en
distintos microdominios y pueden contribuir a la formacion de diferentes
microambientes para la regulacién génica (Shimi et al. 2008). En un estudio del
genoma completo de células Kc de D. melanogaster, Pickersgill et al. (2006)
detectaron aproximadamente 500 genes silenciados y de replicacion tardia que
presentaban interacciones con la lamina B. Los estudios en levaduras han
demostrado la asociacion de genes activos con el complejo del poro nuclear (NPC)
(Taddei et al. 2007). Por otra parte, los avances logrados en el conocimiento de la
compleja organizacion de la membrana nuclear han proporcionado valiosa
informacion sobre un conjunto de enfermedades denominadas laminopatias
causadas por mutaciones en los genes de las laminas o proteinas que interaccionan
con ellas como emerina, LAP2, LBR, MAN1 o nesprina-1 (Gruenbaum et al. 2005;
Shimi et al. 2008) (Figura 2). Las principales caracteristicas fenotipicas vinculadas
con las laminopatias son a) anomalias en la morfologia nuclear, b) reorganizacion de
la heterocromatina y c) error en los sistemas de reparacion del ADN e incremento de

la inestabilidad genémica (McKenna et al. 2013)

Las laminopatias causadas por mutaciones en el gen LMNA se denominan
laminopatias primarias, mientras que las mutaciones en los genes que codifican para
las laminas de tipo B (LMNB1 y LMNB2), prelamina A o proteinas de union a laminas
se conocen como laminopatias secundarias. Este tipo de desordenes son causados
por un conjunto heterogéneo de mutaciones pleiotrépicas que afectan la expresion
génica en forma global. Sin embargo, sus efectos pueden ser expresados en tejidos
especificos, clasificandose en cinco grupos: distrofias musculares, neuropatias,
lipodistrofias, sindrome de Hutchinson-Gilford (progeria) y finalmente aquellas
enfermedades que presentan sintomas de mas de una categoria (sindromes
superpuestos) como la anomalia de Pelger-Huet (PHA) y sindrome Buschke-
Ollendorff (BOS) entre otros (McKenna et al. 2013; Dreesen et al. 2013).
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1.2 Dinamica nuclear

Caracteristicas Unicas identifican diferentes compartimentos cromatinicos en nucleos
interfasicos. En varios tipos celulares se distingue una conformacion abierta de la
cromatina en interfase con elevada actividad transcripcional denominada
eucromatina. En contraposicién, un alto grado de compactacion de cromatina y una
escasa expresion génica caracterizan la heterocromatina constitutiva. La
heterocromatina facultativa presenta una estructura y nivel de expresion génica que
dependen de su funcion tejido especifica, exhibiendo baja condensacion y actividad
transcripcional soélo en tejidos especificos (Holmquist y Ashley 2006). El
compartimiento eucromatico que contiene genes constitutivos conforman las bandas
G claras mientras que la heterocromatina facultativa con genes tejido especificos
reside en las bandas G oscuras. Finalmente, la heterocromatina constitutiva contiene
escasos genes (Dimitri et al. 2009) y se corresponde con las bandas C (Gilbert et al.
2004; Holmquist y Ashley 2006).

Se ha demostrado a través de la incorporaciéon de Br-UTP que el interior nuclear
aloja la fraccibn mas importante de la cromatina activa. Esta region del ndcleo
alberga, por consiguiente, la fraccion isocoérica H3, la cromatina hiperacetilada y las
bandas R con las secuencias medianamente repetidas Alu. Por otra parte, la
periferia nuclear se asocia, en general, al silenciamiento de genes. Al parecer, los
complejos de poro nuclear pueden facilitar la transcripcion y el procesamiento de
ARNmM en levaduras y Drosophila (Akhtar y Gasser 2007). La transcripcion mapea
principalmente a nivel del nucléolo y en miles de pequefios foci dispersos en el

interior del ndcleo.

Los lazos (loops) de cromatina pueden presentar una considerable movilidad dentro
del volumen nuclear con valores que oscilan de 0.2-0.5 um (alcance medio) a 2.0 ym
(largo alcance). Dicha movilidad estaria vinculada al reposicionamiento de genes
aislados o conjunto de genes con el fin de alcanzar regiones de elevada expresion
génica o ambientes represivos (Figura 2b). Como ejemplo, el locus del complejo
mayor de histocompatibilidad humano (MHC) es un cluster de genes que se extiende
como un lazo gigante desde el TC HSA6 cuando transcribe activamente. De manera
similar, el enhancer H posee tal grado de movilidad que logra interactuar de manera
especifica con s6lo uno del amplio repertorio de genes receptores olfatorios (n =

1300) en cada neurona (Lomvardas et al. 2006).
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Figura 2.- Modelo TC/CI. Se ilustra la disposiciéon radial de los TC (a, b, c, d, e y g), los
brazos cromosdmicos ocupando diferentes dominios nucleares (b) y la distribucién de la
heterocromatina (rojo) y eucromatina (verde) en un TC. Nétese la vinculacién de la
heterocromatina con la membrana nuclear y el nucleolo. La interaccién de los dominios
cromatinicos de 1 Mb y los cuerpos nucleares con el IC se muestra en e y f,
respectivamente. Los insertos presentan la protrusion de lazos de cromatina para su
transcripcion (a), el efecto de represién o activacion génica por efecto de posicion (b) en
relacion a la heterocromatina (h), la ubicacion de genes activos (circulos blancos) o inactivos
(circulos negros) en el TC (e) y el relacionamiento de cromatina activa y la maquinaria
transcripcional en la regién de pericromatina (RP, g). Modificado de Cremer y Cremer
(2001).

Branco y Pombo (2007) han propuesto la existencia de un alto grado de interaccion
entre los lazos de cromatina en la periferia de los TC. Esta estrecha relacion
espacial podria afectar la frecuencia y localizacibn de los reordenamientos

cromosomicos.

La replicacion del genoma en eucariotas superiores se regula tanto espacial como
temporalmente como lo ilustran los diferentes patrones topoldgicos de la replicacion

a lo largo de la fase S del ciclo celular (Leonhardt et al. 2000). En el orden temporal,
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la sintesis del ADN fluye desde dominios de cromatina laxa y elevada riqueza génica
hacia dominios de menor tenor en genes y mayor compactacion de la cromatina. En
el orden espacial, al inicio de la fase S la replicacion se evidencia (incorporacion de
BrdUrd o ensayo Click iT Edu) como pequefios focos distribuidos en el interior
nuclear donde reside la cromatina laxa de alta densidad y expresion génica
(Woodfine et al. 2004; Schubeler et al. 2002; Gilbert et al. 2004). A mediados de la
fase S, los focos de replicacién se concentran en la periferia nuclear y nucleolar. En
la fase S tardia replica la heterocromatina constitutiva localizada a nivel de los
cromocentros y en regiones periféricas del nucleo. La existencia de tiempos de
replicacion discretos en funcion de las caracteristicas de la cromatina abre
interesantes preguntas sobre el mecanismo de regulacién subyacente a tal sistema

biolégico (Berezney et al. 2000; Chagin et al. 2010).

1.3 Territorios cromosomicos y modelos de arquitectura nuclear

Se ha postulado que los TC estan rodeados por una red de canales conectados a
los poros nucleares denominado compartimiento intercromatinico (Cl) (Figuras 1y
2). El Clalberga complejos de proteinas y diferentes cuerpos nucleares tales como el
nucléolo, fibras de pericromatina, cuerpos de leucemia promielocitica (PML) y de
Cajal, speckles y dominios OPT (Octl/PTF/transcription domains) que participan en
el metabolismo del ADN y ARN (Kupper et al. 2007; Verschure et al. 1999).

Los TCpresentan una compartimentacion de los diferentes tipos de cromatina. Se ha
postulado que la HF (bandas G) y HC (bandas C) residen en las regiones centrales
del TC rodeadas por eucromatina (bandas R) la cual se relaciona directamente con
el Cl.Los loci transcripcionalmente activos (eucromatina) podrian generar bucles de
cromatina que invaden el CI lo que facilita el reclutamiento de los complejos de
transcripcion (modelo TC/CI). Los genes tejido-especificos localizados en las bandas
G también podrian alcanzar el Cl para ser expresados en tipos celulares

determinados asi como en diferentes etapas del desarrollo.

Los modelos de arquitectura nuclear desarrollados en los ultimos afios ponen de
manifiesto el limitado conocimiento que aun existe sobre esta compleja estructura
celular. Los diferentes modelos difieren con respecto a las fracciones del espacio
nuclear ocupados por eucromatina transcripcionalmente activa o heterocromatina

facultativa asi como en los niveles de compactacion de la cromatina (bucles/fibras).
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El modeloTC-CI (Figura 2) propone que los ndcleos se hallan integrados por dos
componentes principales, los TC y el Cl (Cremer et al. 2010; Berr et al. 2006; Solovei
et al. 2002). La organizacion de tipo territorial de los cromosomas en interfase es
ahora aceptada como un principio basico de la organizacién nuclear, tanto en
animales (Solovei et al. 2002) como en plantas (Berr et al. 2006; Pecinka et al. 2004,
Shaw et al. 2002).

Las observaciones realizadas en diferentes organismos multicelulares mostraron la
organizacion en dominios de 1Mb de una importante fraccion de la cromatina
(nucleos en fase S). Mas tarde, se demostré que tales fracciones de cromatina eran
estructuras persistentes de orden superior (Jackson et al. 1998; Visser et al. 1999;
Albiez et al. 2006).Los niveles mayores de organizacion de la cromatina podrian
estar integrados por subgrupos de dominios de 1 Mb. De acuerdo con el modelo TC-
Cl, los dominios de cromatina de 1 Mb constituyen una estructura basica de los TC
pero su organizaciéon ultraestructural no se conoce cabalmente (Albiez et al. 2006;

Berezney et al. 2005).

El concepto de CI describe un espacio contiguo y aparentemente libre de ADN, que
se expande entre los poros nucleares y los TC. Como se menciond, el Cl alberga
dominios nucleares (nucleolo, fibras de pericromatina, cuerpos PML y de Cajal,
speckles y dominios OPT) que desempefian un rol critico en la regulacién y
procesamiento de los ARN. El Cl esta separado de los dominios de cromatina mas
condensada correspondiente a los TC por una capa de cromatina laxa denominada
region pericromatinica (RP) (Fakan y Van Driel 2007). Topograficamente, la RP
representa el dominio de cromatina en la periferia mas extrema de cada TC. Desde
el punto de vista funcional se ha postulado que en la RP confluyen los componentes
esenciales para la replicacion, transcripcion y reparacion del ADN asi como de la
maduracion de pre-ARNm. Si bien el concepto de RP es cardinal dentro del modelo
TC-CI, no se ha postulado su existencia en otros modelos de arquitectura nuclear
(Fraser yBickmore 2007; Fedorova et al. 2008; Branco y Pombo 2006).

El modelo de red intercromatinica (Interchromatin Network o ICN) predice que los
lazos que componen dicha red pueden expandirse de un TC hacia otros TC (Branco
y Pombo 2006). De esta manera, los genes activos en los bucles de cromatina
pueden extenderse fuera de los TC y colocalizar (cis o trans) en regiones o factorias
de expresion. La presencia estructural y funcional de los compartimentos Cl y RP del
modelo TC/CI no se consideran dentro del disefio de red intercromatinica.
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Otros modelos hacen hincapié en la importancia funcional del lazo gigante de
cromatina, que emergen de los TC y migran a través del espacio nuclear (Chubb y
Bickmore 2003; Fraser y Bickmore 2007; Alberts et al. 2008) (Figura 3). De acuerdo
a estos modelos, los lazos gigantes pueden llevar genes a distancia, incluso hacia
centros remotos de expresion por corregulacion (Kosak y Groudine 2004). Cuando la
transcripcion cesa, el bucle gigante colapsa en el dominio de cromatina
correspondiente del TC. Por otra parte, los lazos de gran tamafio pueden transportar

genes activos hacia una region de silenciamiento génico (Fraser y Bickmore 2007).
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Figura 3.- Lazos de cromatina y diferentes tipos de interacciones génicas (cis y trans)
ocurriendo en el interior del espacio intercromatinico (Fraser y Bickmore 2007). El modelo
postula que la interaccion génica es funcionalmente importante sin relacion con un
compartimiento nuclear determinado. En contraste, el modelo de TC-CI predice que los
lazos de cromatina se localizan a nivel de la region periférica de los TC (RP) que

corresponde a la interfase con el Cl.

1.4 Lalinea celular HL60

La linea celular continua HL60 (ATCC CCL-240) se origin6 a partir de un cultivo de
sangre periférica de una paciente portadora de una leucemia promielocitica (M3).
Las células crecen en suspension con cierta tendencia a formar acumulos. Los
ndcleos son ovoides y presentan limites bien definidos, estructura fina de la
cromatina y 2-4 nucléolos (Figura 4). El citoplasma es muy basdfilo y contiene

multiples granulos azurofilos (Gallagher et al. 1979).
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Figura 4.- Andlisis microscopico de células HL60. (A) Cultivo de HL60 en suspension
observado en un microscopio invertido (x160); (B) Frotis de médula 6sea del paciente
portador de leucemia promielocitica que originé la linea HL60; (C) Promielocitos de la linea

celular HL60 (citocentrifugacién) (tomado de Gallagher et al. 1979).
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Figura 5.- Cariotipo espectral de una metafase de la linea celular HL60. FISH con 24
sondas WCP especificas. Para cada par de homdélogos se presenta a la izquierda la imagen
procesada de FISH espectral y a la derecha la imagen de microscopia de fluorescencia. Se
observan las diversas translocaciones y la trisomia del cromosoma 18. Obsérvese que la

linea HL60 ha perdido un cromosoma X (Liang et al. 1999).
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El fenotipo de la células HL60 se ha mantenido estable presentando cambios
cromosomicos caracteristicos detectados por FISH espectral que incluyen 7
translocaciones reciprocas que involucran a los cromosomas 5, 7, 8, 9, 11, 14, 15,
16 y 17 asi como trisomia del 18 y pérdida de un X (Gallagher et al. 1979; Liang et
al. 1999) (Figura 5).

La linea celular HL60 presenta la translocacion t(5;17) (gq35;921) que involucra el
gen que codifica para el receptor nuclear del acido retinoico (RARa) y el gen de la
nucleofosmina (NPM) (Redner et al.1996; Shipley et al.1996; Cho et al. 2011). No
exhibe la translocacion tipica t(15;17) (g22;921) que genera la proteina quimérica
PML-RARa de la leucemia promielocitica (PML, M3) como tampoco otras
translocaciones caracteristicas de la PML que reordenan RRa con PLZF o NuMA. Al
igual que las translocaciones que reordenan a RARa (PML-RARa y PLZF-RAR), el
producto de la t(5;17) comparte la capacidad de actuar como activador
transcripcional dependiente de ligando de genes de respuesta al acido retinoico
(Hummel et al. 1999) (Figura 6). Las secuencias de ADNc de NPM-RARa y su
reciproco RARa-NPM mantienen marcos de lectura abiertos capaz de codificar
proteinas de 52 y 24 kD, respectivamente. La proteina de fusion NPM-RARa es
capaz de unirse al ADN junto con RXR, ya sea como un homodimero o heterodimero
(Melnick y Litch 1999) (Figura 7).

Para determinar la importancia biolégica de la interaccion NPM-RARa/RXR, Rush et
al. (2013) desarrollaron dos mutantes de NPM-RARa con disminucion en la
capacidad de union a RXR. Los ensayos con estos mutantes demostraron que la
interaccion de NPM-RARa mediada por RXR es un elemento clave en la detencion
de la maduracion mieloide. La expresion de NPM-RARa inhibe la diferenciacion (=
50%) de células U937 via TGF-B y mediada por la vitamina D3. En cambio, la
expresion RARa-NPM no lo modifico. Estos resultados indican que la NPM-RARa,
no RARa-NPM, es el principal mediador de la detencion de diferenciacion mieloide
en PML con t(5;17) (Pollock et al. 2013).

ATRA juega un rol critico en la diferenciacion mieloide a través de sus receptores
nucleares agonistas (RARa/ RXR) para modular la expresién de los genes blanco
(Zhang et al. 2000). La detencién en la maduracion mieloide determinada por la
t(5;17) puede ser superada con dosis suprafisioldgicas de ATRA lograndose la

diferenciacion de las células HL60 a granulocitos maduros (Adamson 1996)
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Figura 6.- Las cuatro translocaciones cromosOmicas asociadas con PML dan lugar a
proteinas de fusién que abarcan los dominios B a F de RARq, incluyendo la unién al ADN y
dominios de unién a ligando de proteinas, a través del extremo C-terminal para las cuatro
proteinas nucleares diferentes que contiene dominios de auto-asociacion. La translocacion
t(11;17) que reordena PLZF y RARa es la Unica que presenta resistencia a la diferenciacion

con la terapia ATRA o quimioterapia convencional. Modificado de Melnick y Licht (1999).
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Figura 7.- Dominios funcionales de la proteina NPM (flechas horizontal) y las estructura de
las proteinas quiméricas NPM-RARa y RARa-NPM generadas en la t(5;17). La porcion N-
terminal relativamente corta de NPM contiene el dominio de oligomerizacién (estrella) de la
proteina que esta ligada a RARa. Se identificd una proteina de fusion larga, que contiene
secuencias adicionales de origen incierto (flecha vertical). Modificado de Melnick y Licht
(1999).

Una caracteristica notable del cultivo de células HL60 es su capacidad de
diferenciacion terminal in vitro. Los cultivos de células de esta linea tienen la
propiedad de diferenciarse desde promielocito a granulocito mediante Ila
incorporacion al medio de cultivo de sustancias exdgenas promotoras como el acido
retinoico (ATRA). Este tratamiento modifica la forma nuclear ovoide caracteristica de
las células HL60 a polilobulada, tipica de los granulocitos diferenciados, presentando

en general 3 a 5 lobulaciones unidas por delgados filamentos.

Se ha observado que los I6bulos externos portan mayor cantidad de heterocromatina
gue los internos (Gallagher et al. 1979; Olins et al. 2009). De manera similar a los
granulocitos normales, las células HL60 diferenciadas con AR expresan el antigeno

de superficie CD11b y tienen capacidad de fagocitosis.
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La posibilidad de inducir in vitro la modificacion de la arquitectura nuclear en las
células HL60 (ovoide a polilobulada) convierte a esta linea en un interesante modelo
para analizar la redistribucion de los TC (por ejemplo de cromosomas pobres y ricos

en genes) en los I6bulos nucleares.

Cabe destacar que los nucleos de los leucocitos normales, de células leucémicas
(incluida la linea celular HL60) y de linfomas malignos son capaces de generar
pequefias protrusiones nucleares denominadas Envelope Limited Chromatin Sheets
(ELCS). Este fendbmeno también se observa en granulocitos con trisomia de los
cromosomas del grupo D o del #21 y en células aneuploides o0 que portan
translocaciones o inversiones. Se ha propuesto que los ELCS se generan por la
interaccion de la heterocromatina adosada a la cara interna de la membrana nuclear
y las hojas interna y externa de la misma. La generacion de ELCS es independiente
del proceso de apoptosis. Se han reportado otros tipos de protrusiones de la
membrana nuclear denominadas lobulaciones, bucles, proyecciones y blebs aunque
no se conoce si poseen un origen comun con los ELCS (Olins y Olins 2009). La
existencia de estas diferentes formas de extrusiones de la membrana nuclear

evidencia su alto grado de plasticidad en determinadas condiciones.

1.5 El acido retinoico

Los retinoides (retinol y sus derivados) son compuestos quimicos activos derivados
de la vitamina A la cual es esencial para la vida de todos los cordados con
importantes funciones en la vision, epitelios, competencia inmunolégica,
reproduccion, crecimiento y desarrollo embrionarios (Blomhoff et al. 2006; Ross et al.
1998, Ross 2003). En particular el compuesto All Trans Retinoic Acid (ATRA) es un
metabolito endogeno del retinol que ha demostrado ser mas potente que el retinol en

una variedad de sistemas in vivo e in vitro.
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Figura 6.- Estructura de la molécula de ATRA (CH»50,; PM: 300.44)
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ATRA exhibe actividad antiproliferativa e inductora de diferenciacion en lineas
celulares establecidas como HL60 (Napoli et al. 1993; Olins et al. 2009). Este
potente metabolito actia como ligando de una subclase de receptores nucleares
comprendida dentro de la superfamilia de tipo Il. Esta subclase se compone de tres
subtipos de receptores de &cido retinoico (RARa, B, y v) y tres subtipos de

receptores X de retinoides (RXRa, By v) (Ross et al. 1998).

Estos receptores pertenecen a la superfamilia de los receptores nucleares de
hormonas y actian sobre numerosos genes como factores de transcripcion
activados por unién especifica de ligando (Mangelsdorf et al. 1994; Chambon et al.
1996). Los receptores de retinoides pueden interactuar, ya sea como homo o
heterodimeros, sobre elementos de respuesta a hormona especifica (elementos de
respuesta al AR o0 RARE y elementos de respuesta XR) en promotores de genes
diana (Kliewer et al. 1992; Leid et al. 1992; Zhang et al. 1992). La actividad
transcripcional de estos receptores es positiva (holo-receptor) o negativamente (apo-

receptor) modulada por la union del ligando.

Ademas, la proteina intracelular CRABPs presenta una funcién reguladora en la
sefalizacion de ATRA. Las respuestas biolégicas de ATRA pueden ser moduladas
de diferentes formas: a) tipo de receptor nuclear presente en las células; b)
participacion de cofactores nucleares y enzimas y; c) disponibilidad de ligandos
retinoide-especificos (Glass et al. 1997). Ambos tipos de receptores se asocian
formando heterodimeros (RAR/RXR) y son considerados mediadores de la
sefalizacion celular inducida por ligando y la regulacion génica a gran escala. La
Unica propiedad de los receptores nucleares que les permite diferenciarse de otras
clases de receptores es su capacidad de interactuar directamente con el ADN y

controlar asi la expresion génica (Ross 2003).

Las propiedades de los retinoides como promotores de la diferenciacion celular e
induccion de apoptosis han llevado a su inclusion en protocolos quimioterapicos en
diferentes tipos de cancer pero particularmente en el tratamiento de las leucemias
promielociticas agudas (LAP, M3).ATRA es un potente inductor de la diferenciacion
terminal en leucemias promielociticas y la linea celular HL60 (Breitman et al. 1980).
Este compuesto es 106 veces mas activo en la induccion de diferenciacion en

células HL60 que el dimetilsulfoxido (DMSO). La diferenciacion maxima
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(aproximadamente el 95%) ocurre con ATRA tras 5-6 dias de incubacion a una

concentracion farmacolégica (1 uM) (Frolik et al. 1978).

1.6 Elcromosoma X inactivo

En mamiferos, existe un mecanismo denominado compensacion de dosis que
equilibra el nimero de cromosomas X en ambos sexos. Barr y Bertram (1949)
describieron la presencia en hembras de mamiferos de una masa de cromatina
altamente condensada (heterocromatina facultativa) adosada a la membrana
nuclear. Esta peculiar estructura fue posteriormente denominada cromatina sexual o
corpusculo de Barr (CB). El nimero de CB es igual al de cromosomas X menos uno.
En 1961, Mary Lyon propone una hipotesis que establece que el CB corresponde al
cromosoma X inactivo (Xi). Esta hipétesis implica la existencia de un mecanismo
selectivo destinado a la inactivacion de uno de los cromosomas X en hembras de
mamiferos (Lyon 1961). La inactivacion del cromosoma X se produce en el dia 16
luego de la fertilizacién y es de caracter aleatorio ya que puede silenciarse el X de
origen paterno o materno. Los linajes celulares derivados de estas células
embrionarias tendran el mismo cromosoma Xi. El fendmeno de inactivacién explica
la viabilidad de individuos que poseen cromosomas X supernumerarios (47,XXX;
48, XXXX; 48,XXXY) generados a través de fendmenos de no disyuncion
cromosémica a nivel meibtico o mitético. Cabe recordar que el silenciamiento de Xi
no es total ya que la region pseudoautosémica de este cromosoma permanece

activa lo que explica la presencia de fenotipos anormales en estos individuos.

Dado que en las células se inactivan todos los cromosomas X-1, debe existir un
mecanismo que permita a la célula determinar el N° total de cromosomas X para
finalmente dejar uno sélo activo. El mismo debe ser capaz de discriminar de manera
eficiente tanto la presencia de dos homdlogos como de un nimero mayor de ellos

como ocurre en las polisomias del X (Avner y Heard 2001).

En los granulocitos, el CB adopta una estructura muy peculiar denominada palillo de
tambor que consiste en una pequefia protrusion del nucleo que alberga al Xi
conectado a la masa nuclear principal por un delgado filamento. No se ha

demostrado que exista eliminacion del Xi contenido en el palillo del tambor.
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El factor desencadenante de la inactivacion del cromosoma X en los mamiferos es
un ARN no codificante llamado Xist que se expresa exclusivamente en el Xi y lo
recubre. El gene XIST se transcribe solamente en Xi y mapea en la region proximal
del brazo largo del cromosoma X (Xq13) denominada X-inactivation center (Xic).La
accion del transcrito Xist debe estar restringida a nivel local para evitar la
inactivaciéon de otro cromosoma X o incluso un autosoma. Por lo tanto, Xist debe
actuar en cis y no propagarse hacia otros cromosomas. Se ha comprobado que el
ARN de Xist no se extiende méas alla del territorio del cromosoma X donde se

transcribe (Jonkers et al. 2008).

La accion de Xist es seguida por modificaciones postraduccionales de las histonas
(Histone Post Translational Modifications o HPTMs) que incluyen la metilacion de
lisinas (H3K9me3, H3K27me2/3, H4K20mel) e hipoacetilacion de H4 entre las mas
importantes. En etapas mas tardias de este proceso se produce la incorporacion de
la variante histonica macroH2A y la metilacién del ADN. EIl proceso finaliza con la
formacion del CB (Brown et al. 1991; Jeppesen y Turner 1993; Costanzi y Pehrson
1998; Plath et al. 2003; Silva et al. 2003; Heard et al. 2004; Masui y Heard 2006;
Chow et al. 2009).

La incorporacion tardia de la variante de histona cuando la cromatina ya presenta un
grado importante de empaquetamiento sugiere la existencia de un mecanismo de
intercambio especifico. Por otra parte, la cromatina reconstituida con la histona
macroH2A muestra un aumento de los contactos internucleosomales comparado a la
candnica H2A (Changolkar et al. 2002). A su vez, inhibe la union de factores de
transcripcion y la actividad de complejos de remodelacion de la cromatina de tipo
SWI/SNF (Doyen et al. 2006) lo cual pone de manifiesto su rol en la represion de la
transcripcion y la formacion de heterocromatina facultativa. La macroH2A en el Xi se
halla sujeta a monoubiquitinacion mediado por el complejo CULLIN3/SPOP
ubiquitina ligasa E3, paso esencial para su asociacion con la cromatina dentro del Xi
(Hernandez-Mufioz et al. 2005).
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Figura 7.- Formacion del Xi. a. Produccion basal ARN Xist a partir de Xic; b. regulacion
positiva de Xist y; c.Xist recubre a todo el cromosoma X; d. establecimiento de Xi con un
patrén de replicacién asincrénica; e. Hipoacetilacién de histonas H3 y H4, metilacién de
H3K27, metilacién del ADN, ingreso de histonas macroH2A. Modificado de Avner y Heard
(2001).

Dentro del proceso de inactivacion del cromosoma X uno de los factores necesarios
incluye un nuamero de proteinas del grupo Polycomb (PcG), originalmente
identificadas en Drosophila como reguladores de genes homedticos (HOX) asi como
regulador de blancos involucrados en la diferenciacion y proliferacion celular. El
complejo Polycomb Repressive Complex2 (PRC2) es reclutado hacia el Xi junto con
su subunidad catalitica EZH2 en forma dependiente de Xist (Marks et al. 2009) y
media la di- y trimetilacion de la histona H3 a nivel de la lisina 27 (H3K27me2/3). El
Xi se enriquece en PRC1, que se asocia con PRC2 y H3K27me3 (Plath et al. 2004).

Un posible mecanismo molecular por el cual las proteinas PcG median el
silenciamiento génico y establecen un entorno de heterocromatina facultativa,
implica el reconocimento, por parte de Polycomb (PC), de HPTMs especificas

(H3K27me) a traves de su cromodominio (Plath et al. 2004).
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Las diferentes estrategias (Xist, HPTMs, metilacion del ADN, macroH2A, PRC1 y
PRC?2) utilizadas para inactivar Xi y formar el CB plantea la interrogante si el campo
de aplicacion de las mismas se halla limitado a este cromosoma o si la célula
comparte al menos parte de estos mecanismos en la identificacion y segregacion
(palillo de tambor) de cromosomas supernumerarios (ej. trisomias) con el fin de

paliar los efectos del desbalance genético (compensacion de dosis).

1.9 Mecanismos de eliminacion de nlcleos y cromosomas

Las células eucaridticas poseen mecanismos que las facultan a desprenderse de
material nuclear en determinadas condiciones. En algunos casos obedece a la
necesidad de generar células anucleadas extremadamente ductiles para el
transporte de oxigeno en la microcirculacion. En otros casos, la eliminacion de los
cromosomas se halla vinculada a la edad. Un particular interés presentan los
procesos cuyo fin parece centrarse en la generacion de un nuevo balance genético a

nivel celular como se observa en algunos hibridos interespecificos.

Durante el proceso de enucleacion de los eritroblastos tardios, el nacleo es extruido
prontamente de la célula a través de una estructura semejante a un bleb abarcando
una region limitada de la membrana celular.En la figura 8a se ilustran imagenes de
este proceso (time-lapse live-cell imaging) desde la deformacion inicial de la
membrana plasmatica (0.5 min) hasta la inclusién total del nucleo en la creciente
protrusién (3.5 min). El nucleo del eritroblasto sobrelleva un importante grado de
deformacion en el breve curso de su completa extrusion (< 10 min). Las micrografias
electrénicas ilustran con mayor detalle (Figura 8b) las etapas inicial y tardia del

proceso de eliminacion del nacleo (Ji et al. 2011).

El mecanismo de extrusidon nuclear total comprende una accion de caracter
mecanico por parte de los microtubulos (posicion excéntrica del nucleo) y la
formacion de un anillo integrado por actina-miosina y lipidos en el cuello de la
estructura bleb-simil (Figura 8). El producto final lo conforman un pirenocito nucleado
gue es prontamente englobado por un macrofago y un reticulocito que evoluciona a
eritrocito maduro biconcavo (Figura 9). El proceso global también se caracteriza por
una creciente condensacion de la cromatina nuclear mediada por deacetilasas de

histonas (HDACSs) desde la etapa de eritroblasto temprano (Palis 2012).
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(min)

Figura 8.-a. Proceso de extrusion del nucleo celular en eritroblastos tardios empleando
time-lapse live-cell imaging. Notese que la duracion de las etapas presentadas no supera los
3.5 min; b. Micrografias electrénicas obtenidas in vitro a partir de un cultivo de eritroblastos
gue ilustran el comienzo y el desenlace del referido proceso. Barra: 5 um. Tomado de Ji et
al. (2011).
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Figura 9.- Esquema de eliminacion nuclear en un eritroblasto tardio. El proceso implica la
accion mecanica de los microtibulos sobre el nacleo celular, la posterior conformacion de un
anillo de actina-miosina asociado a lipidos en el cuello de la protrusion y culmina con la
generacion de un pirenocito nucleado y un reticulocito sin nicleo. Tomado de Palis (2012).
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En la especie humana se ha comprobado que existe pérdida de los cromosomas
sexuales X e Y asociada a la edad. En el caso de los autosomas, en cambio, las
pérdidas observadas no tienen relacién con la edad ni con el tamafio cromosomico
(Guttenbach et al. 1995).

Existen a la par mecanismos que habilitan fendmenos de eliminacion selectiva de un
conjunto de cromosomas en general vinculado a etapas del desarrollo. Un ejemplo
claro de este peculiar mecanismo lo constituyen los embriones de hibridos
interespecificos de cebada Hordeum vulgare x Hordeum bulbosum. Estos embriones
experimentan durante el desarrollo un proceso de eliminacion selectiva de
cromosomas que incluye: a) rapida y selectiva eliminacién de los cromosomas de H.
bulbosum dentro de los nueve dias post-polinizacién; b) comportamiento mitotico
diferencial de los cromosomas de H. bulbosum pues las cromatidas segregan
asimétricamente en anafase; c) en interfase, se elimina cromatina bajo la forma de
micronucleos generados por el comportamiento anormal de los cromosomas de H.
bulbosum durante la mitosis y a través de la formacion de extrusiones nucleares en

un contexto de elevada heterocromatinizacion (Figura 10).

Figura 10.-GISH (Genome In Situ Hybridisation) de nucleos interfasicos de hibridos
interspecificos H. bulbosum (verde) / H. vulgare (azul). El ADN de H. bulbosum se marco
con Biotina y se detectd con Estreptavidina-Alexa 488 (verde) y DAPI como contratincion. Se
ilustra la eliminacion de cromosomas de H. bulbosum bajo la forma de extrusiones nucleares
(flechas). Modificado de Gernand et al.(2006).
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De manera similar, en los hibridos celulares ratbn/humano se produce una pérdida
progresiva de cromosomas humanos hasta quedar siete de ellos por término medio
(con valores extremos de 1-20). La posibilidad de generar hibridos con un sdlo
cromosoma permitid avances considerables en el mapeo de genes humanos. La
eliminacion ocurre en principio al azar aunque tienden a quedar retenidos de

preferencia los cromosomas 7 y 11 y se elimina con mayor frecuencia el # 9.

Se ha demostrado que durante el desarrollo neural humano, cerca de 1/3 de las
células progenitoras (CPN) son aneuploides (en general por pérdida de
cromosomas). Pese a su caracter aneuploide, las CPN logran sobrevivir y se
integran a los circuitos de redes neurales. La tasa de aneuploidia se duplica al tratar
con ATRA las CPN para inducir su diferenciacion. EI aumento en la aneuploidia se
correlaciona con un incremento en la formacién de micronucleos y disminucién en la
expresion de survivina pero sin induccion de apoptosis. Estas modificaciones
cromosémicas en una fraccion importante de las CPN podria generar
subpoblaciones celulares con diferentes perfiles de expresién lo cual llevaria a una
amplia capacidad de respuesta frente a cambios ambientales (Yurov et al. 2007,
Sartore et al. 2011). Esta hipotesis se ha visto reforzada con los hallazgos de
McConnell et al. (2013) sobre la existencia de variaciones en el nimero de copias
(copy number variations o CNVs) en hasta un 41% de las neuronas humanas
provenientes de la corteza frontal secuenciadas en forma individual. Los CNVsde
novo poseian al menos una megabase de extension predominando las delecciones
sobre las duplicaciones. Los autores concluyen que el cerebro humano constituye un

verdadero mosaico de CNVs neuronales.

De acuerdo a las evidencias presentadas, existen a nivel celular mecanismos
destinados a eliminar por completo el nucleo celular o bien regular la cantidad de
cromatina (cromosomas) presente en el ndcleo. Estos mecanismos operan en
condiciones normales (generacion de globulos rojos), en hibridos generados
experimentalmente (hibridos de Hordeum o raton/humano) o durante el desarrollo
(neurogénesis) y su funcién parece estar dirigida a lograr un nuevo balance genético

y/o un amplio abanico de expresion génica.
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Problema de investigacion

En el curso de investigaciones preliminares cuyo propoésito era analizar mediante
FISH (sondas WCP) la localizacion de los tres TC #18 (pobre en genes) y los dos TC
#19 (rico en genes) en nucleos polilobulados de la linea HL60 diferenciados a
granulocitos maduros por la accion de ATRA, seobservd unapeculiar segregacion de
uno de los cromosomas #18. La presente Tesis abarca los estudios llevados a cabo
con el fin de identificar las caracteristicas morfologicas y dindmicas de este peculiar

proceso.

Nos planteamos analizar en estas células diferenciadas la posible existencia de un
mecanismo de condensacion y extrusion de un TC 18 supernumerario, similar al que
origina el corpusculo de Barr (Xi) y la protrusién nuclear denominada “palillo de
tambor” en granulocitos periféricos.A su vez, intentamos determinar si este

mecanismo culmina con la eliminacion del TC supernumerario.
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2. HIPOTESIS

Los granulocitos de mamiferos poseen un mecanismo inducible a nivel nuclear
capaz de reconocer, condensar, segregar, extruir y finalmente eliminar el autosoma

supernumerario en células trisbmicas.

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Confirmar la existencia de un proceso de condensacion, segregacion y eliminacion
de un cromosoma supernumerario empleando como modelo la linea celular humana
HL60 (trisomia 18).

3.2 Objetivos especificos

1) Analizar en poblaciones de células HL60 diferenciadas y control: a) el ciclo celular
para determinar la proporcion de la subpoblacion no proliferante y, b) el grado de

maduracion granulocitica.

2) Caracterizar las etapas del proceso de condensacion, segregacion, extrusion y
eliminacion del TC #18 supernumerario en nucleos diferenciados polilobulados de
células HL60.

3) Determinar la frecuencia de las diferentes etapas del fendmeno en nucleos

controles y polilobulados de células HL60.

4) Estimar parametros de localizacion intranuclear y estereolégicos de los TC #18 y
#19.

5) Evaluar modificaciones en las laminas de la membrana nuclear en la region de la

protrusion que contiene el TC #18 supernumerario.

34



6) Caracterizar la ultraestructura tanto externa como interna de células de la linea

HL60 diferenciada a granulocitos y controles.
7) Implementar una técnica que permita analizar las caracteristicas genéticas y

epigenéticas de las protrusiones nucleares generadas durante el proceso de

diferenciacion.
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4. MATERIALES y METODOS

La estrategia experimental desarrollada en el marco de la Tesis consistié en la
aplicacion de diferentes técnicas para alcanzar los objetivos trazados. Las mismas
incluyeron: a) citometria de flujo (CF) para analizar el ciclo celular en células tratadas
con DMSO o ATRA; b)CF combinada a inmunomarcaciones especificas con el
objetivo de determinar el grado de diferenciaciéon granulocitica alcanzado por la
células HL60 tratadas con ATRA; c) microscopia confocal (MC) y sondas WCP
(Whole Chromosome Probes) en técnicas de FISH de 2 dimensiones (2D) para
mapear los TC #18 y #19; d) MC e inmunomarcacion (3D) para estudiar la
composicién en laminas de la envoltura nuclear y modificaciones inducidas por
ATRA; e) microscopia electrénica de transmision y barrido para estudiar los cambios
ultraestructurales producidos por ATRA; f) microdiseccion LASER, extraccién de
ARN total y su amplificaciéon por RT-PCR con el fin de implementar un método
destinado a determinar las caracteristicas genéticas y epigenéticas de las

protrusiones nucleares.

4.1 Diferenciacion in vitro de granulocitos de HL60

4.1.1 Cultivos celulares de la linea HL60

Los cultivos de células HL60 se desarrollaron en medio RPMI 1640 (PAA glutamina
estable) suplementado con 20% SFB (PAA Gold, inactivado), penicilina (100 U/mL) y
estreptomicina (125 mg/mL). Las células (2 x 10°) fueron incubadas en estufa a 37°C
y 5 % CO; en frascosT25 (Nunc). La diferenciaciéon in vitro de células HL60 a
granulocitos se obtuvo tratando los cultivos (5 mL de medio de cultivo completo) con
5 uL (1 uM)de ATRA (Sigma) disuelto en DMSO puro (Life Technologies) a una
concentracion final de 1x10° M) durante 6 dias sin exposicién a la luz. Los cultivos
control fueron tratados con DMSO o PBS (5 pL) durante el mismo periodo. Dado que
los cultivos control contindan proliferando y los tratados con ATRA se diferencian se
llevaron a cabo 1 o 2 pasajes de los cultivos control para asegurar una correcta

viabilidad celular. Con este fin, los cultivos (control y tratados) fueron centrifugados
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(800 rev, 5 min) y el sobrenadante descartado para agregar medio de cultivo + SFB
fresco y DMSO o ATRA. Se realizaron cuatro desarrollos de cultivo por triplicado y

seguidamente se procedio a la induccién de la diferenciacion.

4.1.2 Citometria de Flujo

Para estudiar las diferencias en el ciclo celular entre los cultivos de la linea celular
HL60 controles y tratados con ATRA (6 dias) se estudiaron las subpoblaciones en
fases GO/G1, S y G2/M mediante citometria de flujo (CF). Con ese propdsito se
centrifugaron los cultivos celulares (800 rpm, 5 min) y luego de descartar el
sobrenadante se resuspendieron en PBS (4°C). Las células fueron nuevamente
centrifugadas, resuspendidas en etanol 70% y conservadas a -20°C hasta la
realizacion de los estudios citométricos. Previamente al andlisis por CF, las células
fueron lavadas en PBS, tratadas con ARNasa (1 mg/mL), filtradas con membranas
de acetato (& poro: 50 um) y finalmente tefiidas con 25 uL de yoduro de propidio (IP,
1 mg/mL) durante 10 min. Los estudios se realizaron en un citometro y clasificador
celular FACSVantage (BD) con un LASER de argdn con 488 nm de emisiéon a 100
miliWatts de potencia. Se utilizd el Kit QC Particles (BD) a fin de comprobar la
calibracion y linealidad del equipo. Para las mediciones se emplearon graficos
biparamétricos de dispersion lateral y dispersién frontal (SSC/FSC),dispersion lateral
y area del pulso (SSC/FL2-A), ancho versus area del pulso (FL2-W/FL2-A) e

histogramas de area del pulso (FL2-A).

Con el fin de determinar el grado de maduracion granulocitica de las células HL60
expuestas a ATRA (6 dias), se marcaron células tratadas y control (DMSO) con los
siguientes anticuerpos conjugados a fluorocromos (Beckman Coulter; 1:200):
HLADR (IM2659U,PE-Cy5), CD13 (IM1427U, PE), CD16 (IM0814U, FITC), CD45
(IM2710U, PE-Texas Red) y CD11b (A54822, PE-Cy7) y se examinaron por CF en

gréaficos biparamétricos combinados.
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4.1.3 Recoleccioén y fijacion de las células para FISH

Los cultivos de células HL60 controles (DMSO) y tratados con ATRA fueron
centrifugados, expuestos a una solucion hipotoénica (PBS 1/3, 1 min, 37°C) para
conservar la forma nuclear, centrifugados nuevamente vy fijados (2x) con metanol-
aceético (3:1). Las células se resuspendieron en 200-300 pL de fijador, se tomaron
10-20 uL y se extendieron en el centro de portaobjetos precalentados (1 min) en un
soporte metalico en bafio a 55°C. Se controlo la calidad de la dispersion celular por
microscopia de contraste de fases seleccionando los preparados en base a la
calidad y densidad celular.

Finalmente, las preparaciones fueron envejecidas a temperatura ambiente (TA, 24 h)
y acondicionadas en cajas selladas con Parafilm para su almacenamiento a -20°C.
Las cajas retiradas del freezer para FISH se mantuvieron 30 min a TA antes de
retirar los preparados. El area para FISH se delimité inicialmente con marcador
permanente en la cara sin células para la hibridacion y con lapiz de diamante en la

etapa de lavados.

4.2 Hibridacion in situ fluorescente de ADN (FISH-ADN)

4.2.1 Generacion de sondas de ADN WCP para TC #18 y #19

Para la generacion de sondas WCP se utilizo la técnica de amplificacion in vitro
basada en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) empleando un dnico
primer degenerado (DOP-PCR) (Telenius et al. 1992). Se utiliz6 un protocolo
especifico de la reacciéon de PCR con dos temperaturas de annealing diferentes. La
estructura del primer (6WM) consiste de tres regiones: a) un extremo 5' que porta
una secuencia de reconocimiento para Xhol (5 C/TCGAG 3'), una endonucleasa de
restriccidn con escasos sitios de corte en el genoma humano; b) esta region es
seguida por una porcion central que contiene seis nucleétidos de secuencia
degenerada (NNNNNN, donde N= A, C, G, o T en proporciones aproximadamente

iguales) y; ¢) un extremo 3' con seis bases especificas (ATGTGG).
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Amplificacién por DOP-PCR

A partir de una muestra de 500 cromosomas clasificados por CF (Biozentrum,
Munich), se procedi6é a su amplificacion mediante la técnica DOP-PCR (Cremer et al.
2008). Este ensayo es un PCR basado en la amplificacion de genoma completo
(WGA) empleando pequefias cantidades de material de partida (pg o ng). Las
concentraciones de las muestras de ADN gendémico (100 ng/mL) se ajustaron de
acuerdo a las medidas obtenidas en un equipo Nano-Drop 1000 (Thermo Scientific,
Version 3.7.1). Se amplificé cada cromosoma por separado en microtubos para ADN
(Eppendorf, 0,2 mL) preparandose la siguiente mezcla de reaccion de PCR: 48,5 uL
de Master Mix para DOP-PCR (mantenido a -20° C), 1 uL de ADN de amplificacion y
0,5 uL de ADN Taq polimerasa y su correspondiente Buffer D (Invitrogen) (Tabla 1).
La composicion de Master Mix parael DOP-PCR es critica para que el primer 6MW
mantenga su estabilidad en presencia de 1% éter polioxietileno (detergente W1,
Sigma-Aldrich). Tras uniformizar la mezcla con micropipeta (100 uL), se centrifugo
en minifuga (1000 rpm; 5 min) y se amplificé en un termociclador Applied Biosystems
2720 (Version 2.09). El programa de ciclado para la amplificacion por DOP-PCR
(Tabla 2) consta de dos rondas de amplificacion claramente diferentes en el grado
de astringencia para lograr una buena calidad de las sondas de ADN. El grado de
astringencia se refiere al grado de especificidad en el apareamiento mutuo de las

secuencias hibridas en una posterior etapa de la hibridacion in situ.

Tabla 1.- Master Mix para DOP-PCR primario. Secuencia del primer universal
6 MW: CCGACTCGAGNNNNNNATGTGG

Reactivos Volumen Concentracion final
Buffer D (5X) 10 pL 1X
Primer 6MW (100 mM) lpL 2mM
Detergente W1 (1%) 5puL 0,10 %
Mezcal de dNTPs (2,5 mM) 4 uL 200 mM
Taq polimerasa 0,1-1 pL 2,5-5U
H,O dd para 50 pL
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Tabla 2.- Programa de ciclado de primera amplificacién por DOP-PCR

N° ciclos Pasos de Reaccion  Temperatura Tiempo

1 la Desnat. inicial 95°C 3 min

8 2b Desnaturalizacion 95°C 1 min

(Baja astringencia) 2c¢ Annealing 30°C 1 min
2d Extensién 72°C 2 min

35 2b Desnaturalizacion 95°C 1 min

(Alta astringencia) 2c Annealing 56°C 1 min
2d Extension 72°C 2 min

1 3e Extensidn final 72°C 5 min

El tiempo de amplificacion para una corrida de 35 ciclos fue de 2 h 40 min
aproximadamente (Tabla 2). Los productos de amplificaciéon por DOP-PCR fueron
visualizados por electroforesis en geles de agarosa al 1% en buffer Tris-EDTA (TBE
1x) tefiidos con Bromuro de Etidio (5 pg/mL) o Goodview (5 pL).

El principio de la técnica es lograr una temperatura de annealing lo suficientemente
baja como para permitir GUnicamente la hibridacion de los seis nucledtidos
inespecificos del primer degenerando el molde de ADN para iniciar la reaccion de
PCR. Se incrementa luego la temperatura para permitir el reconocimiento completo

del primer.

Reamplificacion del producto de DOP-PCR primario

A partir del primer producto de amplificacion se procedio a su re-amplificacion
empleando la técnica de DOP-PCR con el primer 6MW en la mezcla de reaccién que
se describe a continuacion. La re-amplificacion incrementa el nUmero de copias de la
sonda manteniendo la especificidad de la misma. Es por este motivo que no se
recomienda utilizar el molde de ADN de la amplificacion inicial (DOP-PCR primario)
mas de tres a cuatro rondas de reamplificacion. Se prepard una mezcla de PCR

similar a la correspondiente a la amplificacion inicial (Tabla 1), utilizando un
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programa alternativo de ciclado que permite mantener un rigor de amplificacion alto

y conservar la especificidad de la sonda de ADN (Tabla 3).

Tabla 3.- Ciclos del programa para reamplificacion por DOP-PCR.

N° ciclos Pasos de Reaccibn  Temperatura Tiempo
1 la Desnat. inicial 95°C 3 min
35 2b Desnaturalizacion 95°C 1 min
(Alta astringencia) 2c Annealing 56°C 1 min
2d Extension 72°C 2 min
1 3e Extension final 72°C 5 min

Secuencia de primer 6 MW: CCGACTCGAGNNNNNNATGTGG

Visualizacion de los productos de amplificacion

Finalizada la amplificacion por DOP-PCR se corrieron las muestras de ADN (5 pL)
en gel de agarosa al 1% para evaluar la amplificacion y estimar el tamafio de los
fragmentos obtenidos mediante DOP-PCR con un marcador de peso molecular (3

pL, Biolabs) con 12 fragmentos de ADN (100 a 1517 pb).

Finalmente, se tomaron registros fotograficos digitales de los geles de corrida con
una camara Digital Kodak DC 290 EDAS empleando el programa de Kodak 1D
Version 3.5.4. Se verificd que los tamafios de las sondas correspondieran a 200-400

pb.

Nick translation (NT)

La coleccidon de sondas de ADN (#18 y #19) fue marcada mediante Nick Translation
(NT), un método indirecto no radiactivo. Se utilizaron como moléculas reporteras
dUTPs marcados con dos diferentes haptenos (#18-Biotina y #19-Digoxigenina)
empleando el Kit comercial Nick Translation System (Invitrogen). La reaccién de NT
incorpora nucleétidos marcados tras la generacién de cortes en la secuencia de
nucledtidos por la ADNAsa |. La enzima remueve cortos segmentos de cadena
(actividad exonucleasa 5'-3") generando sitios 3'-OH que sirven de puntos de anclaje

para la ADN polimerasa que incorpora nucleétidos marcados. La cantidad final de
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ADN marcado por NT es similar al ADN de origen. Es necesario tener en cuenta este
hecho en el calculo de la cantidad de sonda marcada para los experimentos de
FISH.

Las mezclas para la marcacion por NT (15°C; 100 min) se prepararon de la siguiente

forma:

- 20 uL de sonda de ADN de #18 o de #19 amplificada por DOP-PCR

- 5 uL buffer NT

- 5 uL B-Mercapethanol (0,1 M)

-5 uL de mezcla de dNTPs

- 2,5 uL de cada dUTP marcado con haptenos (#18-Biotina y #19-Digoxigenina)
- 1 uL ADN polimerasa

- 1 uL ADNAsa | (dilucién 1/200 de stock 1 mg/mL)

- H,O bidestilada para un volumen final de 50 pL.

La reaccion de NT se detuvo almacenando los tubos a -20°C.

Para determinar los tamafios finales y el grado de marcacion del conjunto de sondas
se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa 1% en buffer TBE (1x) de manera

similar a la empleada para visualizar los productos de amplificacién de DOP-PCR.

Preparacion de Master Mix de Hibridacion (MMH)

El MMH se preparé de la siguiente manera:

- 25 uL ADN del #18 marcado con Biotina (NT)

- 25 uL ADN del #19 marcado con Digoxigenina (NT)
-5 uL de ADN de esperma de salmon

- 60 uL ADN Cot-1 humano

Tomando como base el volumen final de la mezcla se agregaron 2,5 volumenes de
etanol absoluto. La mezcla fue conservada a -20°C por >12 horas para promover
una lenta precipitacion de la sonda. A continuacion se realiz6 una centrifugacion a
5°C (13.000 rpm/30 min) y tras eliminar el sobrenadante se resuspendié la muestra

en 50 uL de etanol frio (70%) antes de repetir la centrifugacion. Eliminado el
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sobrenadante, se dejo secar el pellet en Thermo-Mixer (Eppendorf) durante 15
minutos sin agitacion (42-45°C). Se agrego 7 uL de formamida pura (el volumen
depende del tamafio del pellet post-desecacion) y se agitdé en Thermo-Mixer a 37°C
(450 rpm) para su resuspension (8-12 horas). Los solventes organicos como la
formamida reducen la estabilidad térmica (Tm) del ADN doble cadena jugando un rol
critico en la desnaturalizacion de la macromolécula. Durante el proceso de
hibridacién in situ la formamidaactia reduciendo las uniones inespecificas lo cual

disminuye el background del ensayo.

Finalmente se incorporo 5 puL de dextran sulfato (20% en 4X SSC, Sigma) llevando
la mezcla a una concentracion final de 50% formamida + 10% de dextran sulfato en
2x SSC. La concentracion de la sonda en la reaccion de hibridacion in situ esta
directamente relacionada con la tasa de renaturalizacién. Es por ello que se utilizd
un agente como el dextran sulfato que promueve un ambiente adecuado para la
formacién de hibridos sonda-ADN del TC (incrementa 10 veces la tasa de
hibridacion) al favorecer la formacion de una red de sondas. Este hecho redunda en

una mayor sensibilidad de union entre los acidos nucleicos.

4.3 FISH en nucleos interfasicos

Se depositaron 5 uL de MMH en una region previamente seleccionada de cada
preparado y se extendié empleando un cubreobjetos (15x15 mm) sellandose

finalmente con cemento de contacto (FixoGum).

A continuacion se realiz6 la desnaturalizacion simultanea in situ del ADN de nucleos
interfasicos fijados y de las sondas WCP marcadas con haptenos (#18-Biotina y #19-
Digoxigenina) utilizando una platina térmica a 75°C durante 2 min. Seguidamente los
preparados se colocaron en una caja metalica en bafio a 37°C (72 h) para la etapa

de renaturalizacion in situ.

Finalizada la incubacion, se quitd el cemento de contacto y se sumergieron las
preparaciones en 2xSSC (37°C) hasta lograr desprender el cubreobjetos. A
continuacion se realizaron los siguientes lavados: 2xSSC (3 x 5 min, 37°C, con
agitacion); 0.1xSSC (3 x 5 min, 60°C, con agitacion, lavados de astringencia) y
4xSSC/0.2% Tween (1 x 5 min, 37°C).
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Se procedi6 luego al bloqueo en 4x SSC/0.2% Tween-20 + 4% BSA (37°C; 10-15
min) y un lavado final en 4xSSC/0.2% Tween (37°C) para continuar con la

inmunodeteccion.

Las soluciones trabajo de los anticuerpos (1:200) en 4xSSC/0.2% Tween + 1% BSA
fueron preparadas en el momento. Se utilizé Avidina-AlexaFluor 488 para detectar
Biotina-dUTP (#18) y anti-Digoxigenina-Cy3 para visualizar el #19. Se tomaron 30 pL
de la dilucion de anticuerpos, se extendid sobre la region seleccionada del
preparado cubriéndose con un trozo de Parafilm. Tras 45 min de incubacion en
camara humeda (37°C) en ausencia de luz las preparaciones se lavaron en
4xSSC/0.2% Tween-20 (3 x 3 min, 37°C, con agitacion). EI ADN nuclear se tifié con
DAPI (0.05 pg/mL, 10 min) y se lavo brevemente en 4xSSC/0.2% Tween-20.
Finalmente, se procedié al montaje de los preparados con cubreobjetos de 20x20
mm y 5 uL de VectaShield (Vector). Los bordes del cubreobjeto fueron sellados con
esmalte. Los preparados fueron conservados a 4°C, protegidos de la luz y en

posicion horizontal.

4.3.2 Andlisis por microscopia confocal y de epifluorescencia

Adquisicion de imagenes

Para el estudio imagenoldgico de los TC #18 y # 19 en células tratadas y control se
utilizé microscopia confocal empleando un equipo Olympus (FV300, IIBCE) y/o
LEICA TCS SP5 Il (Facultad de Medicina, UdelaR) y Olympus de epifluorescencia
directo e invertido (1X-81, IIBCE) que permite la visualizacion simultdnea de tres
canales (DAPI, FITC y Cy3). Con el equipo confocal Leica se realizo la excitacion
secuencial de las muestras con LASER de 405, 488 y 543 nm. Se utilizaron filtros
automaticos de 430-460 nm, > 510 nm y 560-600 nm para recolectar la emision de
fluorescencia en azul (DAPI), verde (TC #18) y rojo (TC #19), respectivamente. Los
nacleos fueron explorados en el eje Z (stacks) utilizando un objetivo 100x con una
distancia axial entre planos de 0,3-0,5 pum obteniendo aproximadamente 20-30

planos digitales por nucleo dependiendo del espesor de cada nucleo analizado.

Para la localizacion de las sefiales en las protrusiones nucleares se exploraron al

azar (objetivo 100x) diferentes campos del area hibridada (15x15 mm) evitando los
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bordes del preparado. El formato de cada imagen fue de 1024 x 1024 pixeles y la

exploracion se realiz6 en modo slow sin zoom digital.

4.3.3 Procesamiento y analisis de imagenes

Se proceso en forma secuencial los tres canales (DAPI, FITC y Cy3) por separado
abriendo los archivos de imagenes para cada canal en paralelo. Se gener6 un stack
por canal, se ajustaron las condiciones basales de brillo y contraste y se
almacenaron en formato de imagen de alta resolucion (.tiff). Una vez creados los
stacks se procedio a la generacion de imagenes combinadas con los tres canales.
Finalmente se aplico un filtro gaussiano (Gaussian Blur, ratio = 1) para corregir las

imagenes en los stacks de los tres canales.

Las imagenes de microscopia confocal fueron procesadas utilizando el programa
Image J con correccion espectral para los ensayos de FISH de ADN. Se tomaron
proyecciones en el eje Z para unificar las imagenes en los tres canales DAPI, FITC y
Cy-3 en simultdneo. Se hicieron reconstrucciones en 2D y 3D de los nucleos y la
medicion de diferentes parametros nucleares incluyendo: a) distancia entre centros
de masa de los TC #18 y #19; b) distancia del centro de masa de cada TC a la
envoltura nuclear; c) area y grado de circularidad de los 3 TC #18 para estimar el

grado de condensacion del cromosoma segregado.

Clasificacion de los nucleos de granulocitos de HL60 diferenciados in vitro

Para analizar las caracteristicas de los fendmenos de segregacién, condensacion,
extrusion y posible eliminacion del #18 se partid de imagenes pre-procesadas de los
ensayo de FISH de ADN con sondas WCP. En una primera etapa se realiz0 la
identificacion y clasificacion de los nucleos polilobulados (n = 872) segun el criterio
definido de acuerdo a las fases observadas (T | a T VII) que incluyen nucleos con TC
con localizacion habitual o presentando condensacion, segregacion, extrusion o
eliminacion de un TC #18. Paralelamente, se calcul6 la frecuencia de cada una de
dichas fases analizando la presencia de estos fenbmenos en células control (n =
2165). En preparados tratados y controles se determind la presencia de TC #18 o

#19 en los ndcleos que presentaron protrusiones.
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Medicién de distancias de los TC #18 y #19

Se seleccionaron regiones de interés (ROI) correspondientes a cada TC (tres #18 y
dos #19) y se midieron parametros de los nucleos tales como centro de masa,
centroide, circularidad y area en los tres canales empleados (DAPI, FITC y Cy3)
medidos en pixeles. La operacion con multiples ROI se realiz6 con un comando
especifico (Analyze/Tools/ROI Managers) que permite guardar en forma individual
las areas definidas por canal e imagen para luego utilizarlas para realizar medidas.
Una vez adquirido el conjunto de datos, los mismos fueron transferidos a una hoja

de célculo para su procesamiento.

El calculo de distancias de los territorios se realiz6é aplicando trigonometria en base a
dos estrategias: a) utilizando dos parametros: el centro de masa (coordenadas XM e
YM) y el centroide (coordinadas X e Y) a partir de los ROI para cada TC en los tres
canales y; b) tomando como referencia el centro de masa del nucleo (Unicamente
canal de DAPI) pero definiendo un nuevo ROI que abarca el perimetro del mismo.
En ambas estrategias se aplicé la formula de Pitagoras para el célculo de la

hipotenusa (d = distancia) de un triangulo rectangulo:

d= x1-x2 x1—-x2 +{yl-y2)(yl-y2)(yl—-y2)

Las medidas de distancia se realizaron definiendo los TC #18 extruidos, los TC
#18ab (no extruidos) y ambos TC #19 en nucleos HL60-ATRA. En el caso de los
nacleos HL60-DMSO se asumio para la toma de medidas como supuesto TC #18
extruido a aquel territorio #18 que se encontrara mas alejado del centro del ndcleo.
Una vez adquirido el conjunto de datos, los mismos fueron transferidos a una hoja
de célculo para su procesamiento. En todos los casos se disefiaron graficos
comparativos y se evalué su significancia estadistica empleando test de t con alfa de
5% e IC de 95%. Todos los parametros tomados de las imagenes fueron sometidos

a tratamiento estadistico.
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Medicién de areas y circularidad de los TC #18 y TC #19

Fueron analizados stacks de nucleos tratados (T IV a T VII) y controles. A efectos
comparativos, en los nucleos control se tom6é como extruido (e) al TC #18 cuya
posicion era la mas lejana de los tres cromosomas. Empleando los ROI ya definidos
se tomaron 4 nuevos parametros para estudiar el grado de compactacion y
ubicacion de los TC #18 y #19 dentro del ndcleo: a) centro de masa (se calcula
considerando el brillo promedio ponderado de las coordenadas X e Y de todos los
pixeles en la imagen o seleccion dada); b) centroide (definido como el punto central
de la seleccién); c) circularidad (parametro que varia de 0 a 1 donde 1 indica un
circulo perfecto). A medida que el valor de enfoque es cercano a 0, revela una forma
cada vez mas alargada del ROI definido y un area mayor de los TC (pixeles

cuadrados); siendo
Circularidad = 4= x (Area) (1/perimetro?)

d) media o MGV (Mean Gray Value) calculado como el valor medio de gris en la
selecciéon. EI MGV corresponde a la suma de los valores de gris de todos los pixeles
de la seleccion dividida por el numero de pixeles y el desvio estandar en dos canales
(DAPI y FITC) considerado como la desviacion estandar de los valores de gris

utilizados para generar el valor gris medio.

El conjunto de datos fue transferido a una hoja de calculo para su procesamiento. La

significancia estadistica se analizo como en el punto anterior.

4.4 Inmunofluorescencia indirecta (IFI)

Preparacion de cubreobjetos polilisinados

Se trataron cubreobjetos nuevos (15x15 mm) en etanol 70 % por 24 h y se colocaron

en placas multiwell (12 pocillos) en camara de flujo laminar hasta su completo
secado. Se extendid sobre cada cubreobjeto 200 uL de polilisina-L (dilucion 1:8;

stock 1,25 mg/mL, Sigma) e incubd 1 h a TA. Finalizado el tratamiento se lavaron los
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cubreobjetos con H,0 filtrada estéril (2 x 5 min), se dejaron secar (=z 3 h) y se

procedi6 a la siembra de las células.

Fijacion de células para inmunomarcaciéon de nucleos de HL60 (3D)

En los ensayos de inmunomarcacion las células tratadas con ATRA y los controles
fueron recolectados y resembrados en medio RPMI-1640 sin SFB sobre portaobjetos
pretratados con matriz de polilisina L e incubados en estufa (37°C, 5% CO,, 3 h).
Seguidamente fueron lavados en PBS filtrado (PBSf) y filados con PFA (4% en
PBSf) durante 5 min. Finalmente se conservaron en PBS (4°C) para su posterior

inmunomarcacion.

Inmunomarcacién de laminas A-Cy B

Las células HL60 tratadas y controles adheridas a los cubreobjetos polilisinados
fueron lavadas en PBS (3 x 3 min) y bloqueadas con PBT (0,15 % BSA + 0,1 %
Tween 20/PBS, 10-20 min) para reducir las uniones inespecificas. Los preparados
fueron lavados nuevamente en PBS (3 min) e incubados con anticuerpos anti-lamina
A-C de ratén (Abcam, 1:100 en PBT) y anti-lamina B de cabra (Abcam, 1:100 en
PBT) por 30 min en camara humeda (TA). A continuacion, se lavaron los
cubreobjetos en PBS (3 x 3 min) e incubaron con anticuerpos secundarios anti-ratén
conjugado a Cy3 (1:200 en PBT) y anti-cabra conjugado a AlexaFluor 488 (1:200 en
PBT). Finalmente los preparados fueron lavados en PBS (3 x 3 min), contratefiidos
con DAPI (1.5 pg/mL, 15 min, Sigma-Aldrich), montados con 5-10 pL de Vectashield

(Vector) y sellados con esmalte.

Perfiles de densidad de la inmunomarcacion de laminas

Se grafico el perfil de intensidad de laminas (A/B y C) en imagenes de nucleos HL60
diferenciados a granulocitos que presentaron protrusiones. Las imagenes fueron
transformadas a una escala de grises (Gray value/distance) para 2 canales (DAPI y

Alexa 488). Las imagenes corresponden a superficies en un espacio 3D,
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equivalentes a una funcién escalar con rango 2D. Utilizando la herramienta Profile

3D (Image J) fue posible lograr la conversion de las imagenes a valores numéricos.

4.5 Microscopia electrénica de transmision (TEM) y barrido (MEB)

4.5.1 Fijacion de granulocitos de HL60

Los cultivos de células HL60 controles y tratados con ATRA (6 dias) fueron
centrifugados (800 rpm, 5 min) eliminandose luego el sobrenadante de medio de
cultivo previo a su resuspension en PBS a 37°C. El pellet obtenido se fijé empleando
dos métodos: a) fijacion simple en glutaraldehido 2,5% (pH 7,4) en buffer fosfato
(BF) al 0,1% para preservar proteinas de membrana y; b) fijacion doble con
glutaraldehido 2,5% (pH 7,4) en BF (0,1%) + tetroxido de osmio al 1% (1 h) para
preservar tanto proteinas como lipidos. Finalmente las muestras se mantuvieron a
4°C.

4.5.2 Preparacion de cubreobjetos para MEB

El proceso de cobertura con poli-L-lisina de los cubreobjetos consistié en colocar
gotas de 150 uL de poli-L-lisina hidrobromuro de alto peso molecular (Sigma)
repartidas sobre una lamina de Parafilm (Sigma). Se colocaron cubreobjetos limpios
(20x20 mm) sobre las gotas y se dej6 incubar durante 90 min a TA. Una vez
cumplido el tiempo de incubacion se conservaron los cubreobjetos tratados en cajas

de Petri a TA para su posterior empleo.

4.5.3 Procesamiento de muestras biolégicas para MEB

Deshidratacion quimica y secado de punto critico (SPC)

Se sembraron 80 pL de muestras fijadas en glutaraldehido sobre cubreobjetos
(20x20 mm) cubiertos con poli-L-lisina y se incubaron durante 30 min a TA evitando
la desecacion de las células. A continuacion se procedio a la deshidratacion quimica

de las muestras utilizando como soporte sobres de papel (CL-TISSUE M97)
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codificados por muestra (control PBS, control DMSO y HL60 tratadas con ATRA
durante 6 dias) en los cuales se introdujeron los cubreobjetos sembrados con las

diferentes muestras.

La deshidratacion quimica se llevd a cabo con una serie de concentraciones
crecientes de metanol (50, 70, 90 y 100%, 5 min c/u) y 10 min en etanol absoluto.
Para el secado de punto critico (SPC), los sobres se colocaron en la camara del
equipo de secado de punto critico (Denton Vacuum DCP-1, Critical Point Drying
Apparatus), sumergidos en metanol puro. Se cerraron las valvulas y se di6 entrada
al CO, que sustituye progresivamente al metanol en las preparaciones. Este paso se
realiza en frio y permite la vaporizacion del solvente organico disminuyendo al
maximo la tension superficial lo cual reduce la generacién de modificaciones en la
superficie de las muestras biologicas. Para eliminar el CO, de la camara de
muestras, se coloca agua hirviendo en una camara externa de forma tal que
aumente la presion y la temperatura. De ese modo se llega al punto critico del CO..
Finalmente se abre el dispositivo de SPC y se retiran cuidadosamente las muestras
para montarlas en tacos de aluminio de 1 cm de didmetro utilizando cinta de grafito

doble faz.

Criodeshidratacién con N,

Se elimind el volumen de glutaraldehido 2,5% (pH 7,4) sin perturbar el pellet celular
y se procedio al lavado con PBS. Una vez ajustado el volumen para concentrar las
células se sembraron 80 pL sobre portaobjetos de 20x20 mm cubiertos con poli-L-
lisina. Transcurridos 30 min para la adhesién de las células, se procedi6é al montaje
en tacos de aluminio de las preparaciones humedeciéndolas levemente con agua
ultrapura y vertiendo N, liqguido sobre las mismas. Seguidamente se realizo la

sublimacion en bajo vacio y finalmente en alto vacio para su observacion por MEB.

Metalizacion de las muestras biologicas

Para incrementar la definicién o resolucion de las imagenes aumentando la relacion

de la sefal emitida, las muestras fueron sometidas a un proceso de metalizacion. Se

empled un método con oro puro en sputter-coater (metalizador Denton Vaccum Desk
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). El recubrimiento por pulverizacién catodica en microscopia electrénica de barrido
(MEB) consiste en cubrir una muestra con una capa de material conductor (oro)
generando asi una capa conductora de electrones. El objetivo (anillo de oro puro) es
bombardeado con atomos de gases pesados (argon) transformando los atomos de
metal expulsados del objetivo al estado de plasma que se depositan sobre la
superficie del espécimen dentro de la unidad de revestimiento. Se utilizé un entorno
de bajo vacio (0,1 - 0,05 mbar), que permite cubrir por pulverizacién catédica en
1nm/sl y un nivel de vacio >50% (20-30 atmosferas) a los efectos de permitir el
ingreso de gas argon en la camara. Se aplicé un nivel de voltaje bajo (30 mA por 120
segundos) que permite una lluvia delgada de plasma para generar una capa fina y

evitar la superposicién de multiples capas ocasionando saturacion.

Observacion de las muestras en MEB

Una vez colocada la platina con las muestras, se generd vacio en la columna de
electrones seleccionandose un voltaje de trabajo de 20 keV y una distancia de 14
mm a la salida del haz de electrones. Se trabajé con la apertura minima (1), que
permite tomar fotografias y revisar las muestras a alta magnificacion. Se tomaron
imagenes panoramicas y a mayores aumentos en cada grupo de preparados. Luego
de capturar imagenes de todas las muestras bajo los diferentes procesamientos y
sin metalizar, los mismos preparados fueron sometidos a la incorporacion de una
fina cobertura de oro para aumentar la conduccién e incrementar la resolucion de los

estudios y se captaron nuevas series de imagenes.

4.5.4 Procesamiento de muestras biolégicas para MET

Inclusién en resina y obtencion de cortes

Las células fijadas en glutaraldehido al 2,5% en BF (0,1%) y se lavaron (3 min) en el
mismo BF. Seguidamente se post-fijaron las muestras en tetroxido de osmio al 1%
en BF (0,1%) durante 90 min (TA). Cumplido los plazos se lavaron nuevamente en
BF (0,1%, 3 x 5 min). Para la deshidratacion quimica fue empleada una serie
creciente de etanoles 25, 50, 75% (10 min c/u) y etanol 95 y 100% (2 x 20 min c/u).

Posteriormente se sumergieron las muestras en acetona (2 x 20 min). Una vez
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deshidratadas las muestras se continué con el paso de impregnacion empleando
acetona/araldita en proporciones crecientes de araldita a) 2:1 (30 min), b) 1:1 (30
min), ¢) 1:2 (30 min) y d) araldita pura (>12 horas, 4°C). Una vez a TA, se prepararon
bloques de araldita pura nueva y se dejo polimerizar durante 48 horas a 58-60°C. Se
obtuvieron cortes de 40-60 nm de espesor (ultramicrotomo MT-X) los cuales se

montaron en grillas (200 Mesh) para su analisis por MET.

4.5.5 Adquisicion de imagens en MEB y MET

Se examinaron en general de cada una de las muestras celulares tratadas con
ATRA y DMSO a varios aumentos (550x - 9,500x) y se evaluaron los diferentes
protocolos utilizados. Una vez determinadas las diferentes morfologias nucleares se
tomaron imagenes a mayor aumento. El equipo empleado para el analisis de MEB
fue un microscopio electronico de barrido JEOL (JSM 5900 LV) con limite de
resolucién de 0,5 um del Servicio de Microscopia Electrénica de Barrido (MEB) de
Facultad de Ciencias (UDELAR). Las imagenes se capturaron empleando un
detector de electrones secundarios. El equipo utilizado para el analisis de MET fue
un JEOL JEM 1010 del servicio de Microscopia Electronica de Transmision (MET) de
Facultad de Ciencias (UDELAR). Las imagenes fueron tomadas con camara digital
Hamamatsu C-4742-95.

4.6 Microdiseccion y captura LASER

Se realizaron extendidos en frio de células HL60 diferenciadas a granulocitos, no
diferenciadas y controles previamente fijjadas en metanol-acético (3:1) sobre
portaobjetos especiales para captura LASER con lamina de acetato y posterior
tincion con Giemsa (3%). Se empledé un equipo de microdiseccién por captura
LASER Arcturus XT montado en un microscopio invertido Nikon Eclipse Ti-E del
IBYyME (Buenos Aires, Argentina). El microscopio presenta dos variantes de corte
automatico y manual con el LASER UV (405 nm) e infrarrojo (600 nm) con un
espesor de corte de 3 um. Se llevaron a cabo tres tipos de muestreos (capturas con
diferente carga de material): a) macroescala (nucleos enteros), b) microescala

(regiones nucleares similares en tamafio a las protrusiones nucleares) y c) recorte y
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captura directa de regiones nucleares con protrusiones empleando un objetivo 10x
(@) y 60x (b y ¢). Una vez recolectadas las regiones microdisecadas de las laminas
de acetato con las regiones de interés se procedid al aislamiento de ARN total y

posterior amplificacion de secuencias génicas especificas.

4.6.1 Extraccion de ARN total

A partir del material recolectado mediante captura LASER (macro y micromuestras)
se procedid a la extraccion de ARN total empleando un kit comercial (RNA isolation
Kit, Pico Pure Applied Biosystems, Life Technologies). Se utiliz6 el ensayo de
amplificacion por PCR a tiempo final como paso de validacion de la técnica de
microdiseccion LASER, y comprobar la calidad de las muestras da ARN total

capturado.

4.6.2 Conversion a ADNc por RT- PCR

Se realiz6 el tratamiento térmico de las muestras de ARN en termociclador (3 min,
65°C) y se colocé de inmediato el material a 4°C para mantener las hebras de ARN
desnaturalizadas. Se adicioné la mezcla de reaccion N° 1: 4 ulL de Buffer 5x
(Promega) + 2 uL de Random Primers (dilucién 1:100) y se traté a 42°C (7 min).
Seguidamente se incorporé la mezcla de reaccion N° 2: 1 uL de dNTPs (10 mM) + 1
pL de transcriptasa reversa (100 U) y se mantuvo a 42°C por 60 min. Los tubos
fueron conservados en freezer a -80°C. En cada uno de las etapas se emple6 un
Mini Termociclador MJ (Bio-Rad).

4.6.3 Amplificacion de secuencias del gen satélite mayor

Una vez obtenido el ARN total se midi6 la concentracibn y la pureza
(espectrofotbmetro Nano-Drop 1000) empleando software ADN-50 y ARN-40 y se

preparo la mezcla de reaccion constituida por:

- 2 uL de ADNc
- 4uL de buffer 5x
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- 3 uL de mezcla de dNTP (10 mM)
- 1,2 uL de ADN Taq polimerasa

- H,O libre de ARNasa para un volumen final de 20 uL

Se aplicé el programa de ciclado Satm62 de 35 rondas de amplificacion (Tabla 6)
con juego de primers especificos de satélite mayor +78 y +79 (diluciéon 1:100) en un
Mini Termociclador MJ (Bio-Rad). Los productos de amplificacion se visualizaron por
electroforesis en gel de agarosa 1x en buffer TBE tefiido con Sybersafe (Sigma).

Tabla 4.-Ciclos del programa Satm62 para amplificacion por PCR (tiempo final)

Paso Temperatura Tiempo
1 94°C 5 min
2 94°C 0,3 min
3 62°C 0,3 min
4 72°C 0,3 min
2-4 2,31 veces
72°C 5 min
8°C 10 min
7 Final
35 ciclos

4.6.4 Extraccion de ARN de cultivos de HL60 y amplificacién de ADNc copia

A partir de cultivos de células HL60 tratados con ATRA se extrajo el ARN total de
2.25 x 10° células mediante la técnica de Trizol-Cloroformo (Sigma). El pellet
obtenido fue resuspendido en 20-50 uL de H,O libre de ARNasa. Finalmente, se
realiz6 un tratamiento sobre platina térmica a 55°C (10 min) para su correcta
dilucion. Se midio la concentracion y pureza en un espectrofotometro Nano-Drop
1000 empleando software ADN-50 y ARN-40. Las muestras de ARN fueron
conservadas en freezer -80°C.
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4.6.5 Conversion a ADNc por RT-PCR

Para la conversion a cDNA se prepararon diluciones a una concentracion final de
1pg/pL en agua libre de ARNasa y esterilizada (3x) por autoclave. El proceso de
conversion a ADN copia (ADNc) se llevo a cabo en 3 pasos empleando un Mini
Termociclador MJ (Bio-Rad), a saber: 1) el control positivo de amplificacion, el
control negativo y las muestras a amplificar fueron desnaturalizadas (65°C, 3 min)
colocandose las muestras de inmediato en hielo para mantener separadas las
hebras de ARN. Se preparo la mezcla de reaccion 1 constituida por el ARN + Buffer
5x Promega (4 puL) + Random Primers (dilucion 1:100, 2uL); 2) tratamiento térmico a
42°C (7 min) y, 3) adicién de dNTPs (10 mM, 1 uL) + transcriptasa reversa (100 U, 1
pL) para incubar las muestras a 42°C (60 min). Finalmente, las muestras se

conservaron a -20°C a corto plazo o directamente a -80° para su empleo diferido.

4.6.6 Amplificacién por PCR a tiempo final

Utilizando el ADNc de las células HL60 se amplificaron por reacciéon de PCR a
tiempo final secuencias altamente repetidas de satélite mayor murinas. La mezcla de
reaccion se prepar6 igual que en la seccion 3.6.3 empleando el mismo juego de
primers especificos de satélite mayor (+78 y +79). Posteriormente los productos
finales de amplificacién fueron visualizados por electroforesis en gel de agarosa 1%

en buffer TBE, tefiido con Sybersafe (Sigma).

55



5. RESULTADOS

5.1 Diferenciacién de lalinea HL60 con ATRA

A fin de comprobar el efecto de ATRA en la diferenciacién granulocitica de las
células HL60 se realizaron estudios directos de las células en cultivo (microscopio
invertido), citogenéticos y de citometria de flujo (CF). Los primeros comprendieron el
analisis microscépico de nucleos controles (DMSO) y expuestos a ATRA (6 dias)
directamente en los sutratos de cultivo o en extendidos tefiidos con Giemsa (3%, 10
min) y estudios cromosémicos para comprobar la estabilidad de la linea celular (no
mostrados). Los ensayos citométricos tuvieron como fin: a) analizar el ciclo celular
para comprobar la disminucién de la proliferacion como consecuencia del proceso
de diferenciacion y b) confirmar, empleando marcadores especificos (CD13, CD11b),

la maduracion a granulocitos.

Figura 11.- Cultivos de la linea HL60 control expuestas a DMSO (A y A") y diferenciadas
con ATRA (6 dias, B y B") obervadas con microscopio invertido y contraste de fases. Se
observan evidentes modificaciones de la morfologia celular caracteristicas de los

granulocitos (40x).
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A los 6 dias de exposicion ATRA, las células mostraron en el microscopio invertido
sustanciales cambios morfolégicos caracteristicos de los granulocitos en
comparacién con los controles tratados con DMSO que conservaron, en su mayoria,

la habitual forma redondeada de la linea HL60 (Figura 11).

El examen mediante microscopia de contraste de fases de los nucleos tefidos con
Giemsa mostro en los controles una forma generalmente ovoide, cromatina laxa y
cromocentros heterocromaticos (2-5 por nucleo). Se observaron ocasionalmente
ndcleos de mayor tamafio que pueden corresponder a células poliploides, fendmeno
in vitro de relativa frecuencia en algunas lineas celulares (Figura 12). Los nucleos de
céulas HL60 tratadas con ATRA presentaron una gran variacion en su morfologia
con grados diversos de polilobulacion e intensa heterocromatinizacion. Algunos
ndcleos mostraron pequefias protrusiones raramente observadas en los controles
(Figura 12).

Figura 12.- Tincién con Giemsa de nucleos de células HL60 expuestas a DMSO (a) y
diferenciados a granulocitos con ATRA durante 6 dias (b-f). Se aprecian cambios evidentes
de la forma ovoide a polilobulada, menor tamafio y mayor grado de condensacién de la
cromatina. Algunos nucleos polilobulados presentan pequefias protrusiones (flechas).

Tincion: Giemsa al 3%. Barra: 5 um.
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Figura 13.- Analisis del ciclo celular por citometria de flujo en la linea celular HL60. Las
células fueron pretratadas con ARNasa 50 pg/mL y tefiidas con IP (50 pg/mL, 10 min). A.
células tratadas con PBS (6 dias); B. células tratadas con DMSO (6 dias); C. células
tratadas ATRA (6 dias). Es evidente la diferenciacion obtenida con ATRA con la mayoria de

las células en G1 (84%) y una escasa subpoblacion en S/G2/M (16%).
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Los estudios citométricos revelaron una importante disminucion de las fases S/G2/M
en las poblaciones celulares HL 60 expuestas a ATRA (16%) en comparacion con
los controles tratados con PBS o DMSO (48% y 54%, respectivamente) confirmando
el alto grado de diferenciacion con la mayor parte de las células acumuladas en
G1/G0 (84%) (Figura 13).

Se evalud por citometria de flujo el grado de diferenciaciéon de la linea HL60 en
poblaciones tratadas con ATRA y DMSO durante 6 dias empleando marcadores
especificos de blastos (CD13) y granulocitos (CD11b). Con este ensayo se evidencio
un incremento del marcador CD11b en la poblacién tratada con ATRA (Figura 14, d).
En cambio, los tratamientos con PBS y DMSO mostraron la situacion opuesta con
altos valores de CD13 y bajos de CD11b (Figura 14, b).

60K a

40K +

FSC

20K

60K C

40K +

FSC

20K {4

60K

Figura 14.- Citometria de flujo (gréficos de densidades) enpoblaciones celulares de la linea
HL60 tratadas durante 6 dias con DMSO o ATRA.ay c. Gréficos de dispersion lateral (SSC)
versus dispersién frontal (FSC). by d. Graficos de CD11lb (marcador de maduracion
granulocitica) versus CD13 (marcador de blastos). Se aprecia un claro aumento del

marcador CD11b en la poblacién tratada con ATRA d.
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5.2 Mapeo de los TC #18 y #19 en nucleos de HL60

Las sondas generadas para detectar los TC #18 y #19 presentaron un buen nivel de
especificidad como puede observarse en nucleos diferenciados (ATRA) y una
metafase de HL60 exhibiendo tres sefales para el #18 (FITC, verde) y dos para el
#19 (Cy-3, rojo) (Figura 17).

En las preparaciones de FISH se observd que un conjunto de nucleos polilobulados
de células HL60 tratadas con ATRA (6 dias) presentaron una serie de

modificaciones de uno de los tres TC #18 que exhibe esta linea celular.

Se observo la segregacion de un TC #18 hacia un l6bulo periférico del ndcleo celular
acompafiado de un aumento del grado de condensacién de la cromatina del territorio
(Figura 18, flechas). En etapas mas avanzadas del proceso, se detectd la
deformacion de la membrana nuclear en la region adyacente al TC #18 segregado y
condensado que progresa hacia una verdadera protrusibn que incluye
progresivamente al TC#18 en su interior (Figura 19, flechas). El proceso continla
con la formaciéon de una estructura similar al “palillo de tambor” que alberga al TC
#18 condensado y culmina con su completa eliminacion generando un micronucleo

(Figura 20, flechas).
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Metafase de HL60 tratada con ATRA

DAPI + FITC + Cy-3

Figura 17.- Metafase de HL60 tratada con ATRA (ay b) y (c) nlcleo de una célula control a
la derecha (tratada con DMSO).Tincién con DAPI (gris y azul). FISH de TC #18 y #19 con
sondas WCP marcadas con Biotina y Digoxigenina, respectivamente. Los haptenos fueron
detectados con Avidina-AlexaFluor 488 (#18, verde) y Anti-Digoxigenina-CY3 (#19, rojo).

Contratincién: DAPI (azul). Barra =5 um.
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Figura 18.- Proceso de segregacion y condensacion de un TC #18 supernumerario en
nucleos polilobulados de la linea celular HL60 diferenciados in vitro con ATRA (6 dias). Se
emplearon sondas WCP para #18 (verde) y #19 (rojo) y DAPI como contratincion (gris y
azul). Se ilustran la etapa de segregacion del TC condensado a la periferia de uno de los
I[6bulos (al-b2 y di-f2). La deformacion de la membrana nuclear adyacente al TC
segregado se aprecia en c1-d1. Las imagenes corresponden a stacks de proyecciones en el
eje Z (objetivo 100x, microscopio confocal Leica SP5). Tratamiento, FISH y adquisicién de

imagenes como en la Figura 17. Barra: 5 um.
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Figura 19.- Se presentan ejemplos de las etapas T IV, caracterizada por la migracién del TC
#18 condensado al interior de una protrusion nuclear (al-a2) y T V con el TC #18

condensado dentro de la protrusion (b1-d2). Tratamiento, FISH y adquisiciébn de imagenes

como en la Figura 17. Barra=5 um.
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Figura 20.- Se ilustra la formacién de una estructura similar al “palillo de tambor” (T VI; al-

b2) y la etapa T VII del proceso con eliminacion parcial (c1-c2) y total (d1-d2) de un TC 18.

Tratamiento, FISH y adquisicion de imagenes como en la Figura 17. Barra: 5 pm.
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El proceso antes mencionado fue subdividido en 7 tipos morfoldgicos principales (T |
a T VI) a efectos de profundizar el estudio de este fenbmeno (ver Figura 21). Se
identificd una etapa inicial (T 1) que corresponde a los ndcleos sin modificaciones en
el posicionamiento de los TC que corresponden mayormente a nucleos controles

ovoides y algunos tratados polilobulados.

La etapas subsiguientes corresponden a la segregacion/condensacion del TC #18 (T
I), la deformacién de la membrana nuclear vecina (T Ill), la formacion de la
protrusion (T 1V), la migracién del TC #18 al interior de la misma (T V), la
estructuracion del “palillo de tambor” (T VI) y finalmente la eliminacién del TC #18

condensado incluido en un micronucleo (T VII).

Tl T Tl TIV

TVII TVI TV

Figura 21.- Esquema del proceso de eliminacion de un TC #18 supernumerario observado
en células de la linea HL60 diferenciadas con ATRA (6 dias) a granulocitos
polimorfonucleares (nucleos polilobulados). El proceso se inicia por la combinacion de
condensacion y segregacion de un TC #18 a uno de los I6bulos en la vecindad de la
membrana nuclear (T Il a T lll). El proceso culmina con la formacion de una pequefa
protrusion nuclear que incluye a un TC #18 y la posterior eliminacion de este corpusculo
bajo la forma de un micronucleo o cuerpo nuclear (T IV a T VII). T lilustra la distribucién de
TC #18 y # 19 en un nlcleo ovoide correspondiente a una célula no diferenciada tratada con
DMSO.
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5.3 Caracterizacion de las etapas del proceso de eliminacion

En la poblacion control (DMSO) se observé que la mayoria de las células presentaba
ndcleos ovoides (>95%) correspondientes a T | y el resto la presencia de fendmenos
de segregacion, condensacion y eliminacion de un TC #18 (Tl - TVII, Gréfico 1). En
cambio, las poblaciones celulares tratadas con ATRA mostraron un notorio
incremento de nucleos polilobulados en las diferentes tipos o fases (T Il 33,3 %, T llI
16,6%, T IV 8%, TV 12,6%, T VI 1,8% y T VIl 4,6%) con la concomitante reduccién
de T | (23,3%) (Tabla 1). En la poblacién HL60-ATRA el tratamiento promueve la

generacion de protrusiones nucleares de tipo TIVa T VII (X = 175,928, p = 0.0001).
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Grafico 1.- Distribucion de formas nucleares en células HL60 control (1) y diferenciadas con
ATRA (2) en los diferentes tipos nucleares del proceso de segregacion/condensacion/
extrusion y eliminacion de un TC #18. El inserto en la parte superior corresponde a los tipos

T Il a T VII del control ampliados para su mejor visualizacion.

Los nucleos polilobulados de los tipos medios y avanzados (T IV - T VII) en nucleos
control (DMSO, n = 32) y tratados (ATRA, n = 236) fueron estudiados en detalle a fin
de analizar la distribucion de los TC #18 y TC #19 en las protrusiones. En la
poblacion de nucleos tratados con ATRA, se detect6 la presencia de un TC #18 en
61,4 % de las protrusiones (145 en 236). En cambio, no se observaron TC #19 en
protrusiones de ninguno de los nucleos analizados. Un importante nimero (n = 91;

38,6 %) de los nucleos tratados present6 protrusiones sin sefial de FISH (s6lo DAPI)
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enlostipos TV (n=73)y T VIl (n=18) (Tabla 1 y Grafico 2).HL60-DMSO y HL60-
ATRA son poblaciones diferentes (X = 101,456; p = 0.0001).Sin embargo, dado que
el estudio se limité al empleo de sondas WCP de los TC #18 y TC #19, no puede

descartarse la presencia de algun otro TC en las protrusiones.

HL60 TI T TH TIV TV TVI T VIl | Total
N | 2117 14 2 12 (10) | 19(14) | 1(1) 0
C 2165
% | 97,78 | 0,65 0,09 0,55 0,88 | 0,046 0
N | 203 288 145 70 (70) | 110 (37) | 16 (16) | 40 (22)
ATRA 872
% | 233 | 33,03 16,6 8,0 12,6 1,8 4,6

Tabla 1.- Namero (N) y porcentaje (%) de nucleos HL60 control (DMSOQO) y tratados con
ATRA en las diferentes fases del proceso de segregacion y eliminacién de un TC #18.
Nétese que la mayoria de los nucleos control corresponden a T | (97,78%). Se indica entre
paréntesis las protrusiones conteniendo un TC #18. Los nlcleos tratados se distribuyen en

todas las fases exhibiendo mayores frecuencias en T | (23,28%) y T |l (33,03%).

80 -
20 73
70 00 DMSO
60 -
B ATRA
50 -
40 - 37
20 - 14 16
1
10 - 5 5
00 0 00 1 00 00 O 00 O
O _ —
TC #18|TC #19| None |TC #18|TC #19| None |TC #18|TC #19| None |TC #18|TC #19| None
TIV TV VI VI

Grafico 2.-Presencia de TC en protrusiones nucleares de estado medio y avanzado (T IV - T
VII) en células HL60 control (DMSO) y diferenciadas con ATRA durante 6 dias. En

ordenadas se presenta el nUmero absoluto de nucleos en cada tipo y tratamiento.

Las evidencias obtenidas mediante los ensayo de FISH confirman la pérdida de uno
de los TC #18 en la etapa final del mencionado proceso. La existencia de
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protrusiones con sefial de un TC #18 en nucleos expuestos a DMSO en los tipos T
IV a T VI (n = 25) podria indicar la induccion de un proceso de segregacion y
eliminacion de este TC de escasa magnitud, fenomeno que se veria potenciado con
la accion de ATRA (Gréfico 2).

5.4 Andlisis de pardmetros estereoldgicos y posicionales de TC #18 y #19

Andlisis de multiples ROl en nucleos T IV a T Vi

Los parametros utilizados para el analisis cuantitativo (Image J) en las imagenes de
microscopia confocal fueron: posicidn (distancia), area y circularidad de los TC #18 y
TC #19. En el caso de la estimacién de distancias, se emplearon dos estrategias: a)
ponderacion de distancias entre ROI de los TC #18 y #19 (sin considerar la sefal de
DAPI); b) estimacion de distancias de ROI de los TC #18 y #19 en relacion al centro
de masa y centroide del nucleo(ROI de DAPI) (Figura 22). En todos los andlisis, se
consideré en los controles como TC #18e al que mostraba el mayor grado de
separacion con respecto a los otros TC #18 y #19. La Figura 22 presenta un
esquema de los datos que devuelve el algoritmo de andlisis de multiples ROI dentro

del programa de analisis de imagenes Image J.

Distancias del TC #18 extruido (e) y otros TC

En los stacks de nucleos tratados con ATRA (n = 35), la estimacion de distancias
entre los ROI de los diferentes TC mostr6 una mayor distancia en pixeles en
términos estadisticos entre el TC #18e y los otros TC #18 (p< 0,00001).De manera
analoga, los TC #18e mostraron mayor distancia con ambos TC #19 (p< 0,00001).
Cabe destacar que los TC #18 no extruidos y los TC #19 no mostraron diferencias

en sus distancias respectivas (p = 0,91) (Gréfico 3).

En estas mediciones los controles (n = 12), presentaron diferencias significativas
solamente entre TC #18e y los otros TC #18 (p = 0,0015) (Gréfico 3).
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RoiSet Figura 8b Area Mean SO X Y XM ™M Perim. IntDen

18 - Max FITCZ-Projection.if:0211-0225 6936405 S,61E408  6,04E408  2,256405 2,11E405  2,26E405  2,14E405 1,19E405  S,96E+07
28 - Max FITCZ-Projection.tif:0251-0213 1,02E406 9,776408  6,71E404 2116405 2516405  2,116405 2546405 1,55E405  9,986407
38 - Max FITC Z-Projection.if:0256-0171 8186405 4176404 3916408 1726405 2,57EH0S 1766405  2,626405 1,37E405  3,41E407
48 -Max DAPIZ-Projectiontif:0211-0225  6,93E+405  1,31E405  2,186+408  2,256405 2,11E405  2,25€+05  2,10E405 1,196405  9,07E+07
58 - Max DAPI Z-Projection if:0251-0213 1,026406  1,24E405  2,616408  2,116405 2,51E405 2116405  2,50E405 1,55E405  1,26E408
68 -Max DAPIZ-Projection tif:0256-0171  8,18E+405  7,92E408 2216408  1,72E405 2,5TEX05  1,736405  2,5SE+05 1,37€405  6,48E+07
18 - Max CY3 Z-Projection.tif:0289-0266 1,666406  1,026405  7,59E+408  2,666405 2,896+05 2,636+05  2,896+05 1,89¢+05 [ NEGN
28 - Max DAPI Z-Projection.2if:0289-0266 1,666406  9,STE404  2,00E408  2,66E405  2,89E405 2666405  2,886405 1,89E405  1,59E+08
RoiSet Figura 10 Area Mean SO X Y XM M Perim. IntDen
110-MAX*2.TIF:0397-0266 1766406  7,126408  6,816408  2,67E405  3,99E405 2636405  4,006405 1,59E405  1,25E408
210-MAX™2.TIF:0267-0247 4176406 3986408  5,106408  2,506405 2,71E405  2,526405  2,706405 2,916+05 NNAIGOER08
310-MAX*2.TIF:0156-0270 2796406  3,096408  S,0SE408 2536405  1,576405  2,54E405  1,52E405 3,206405 [S,62E407

Figura 22.- Ejemplo de informacion que aporta la herramienta ROl Manager (Image J) para
el analisis de distancias, areas y circularidad de TC #18 y TC #19 en nlcleos tratados y
control. ay d. ROI de nucleo (DAPI). b, c, e, f. ROI de diferentes TC.

Distancias de los TC al centro de masa nuclear

En este caso se estim6 el centro de masa nuclear (canal de DAPI) y a partir de ese
ROI y los correspondientes a cada TC se calcularon las distancias entre los mismos
(ver 3.3.3). Los resultados obtenidos mostraron diferencias significativas entre TC
#18e con respecto al resto de TC #18 (p< 0,001) y los TC #19 (p< 0,0001). Como en
la estrategia de calculo anterior, los TC #18 no extruidos y los TC #19 tampoco
presentaron diferencias en sus distancias respectivas (p = 0,48).
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Gréfico 3.-Distancias medidas en pixeles de TC #18 extruido (e) y no extruidos (ab) y TC
#19 (ab) en nucleos tratados y controles utilizando ROl para cada TC. Los datos se

presentan como Media * ES (pixeles).

Los controles no presentaron diferencias significativas en las distancias del TC #18e
tanto con los otros TC #18 como los TC #19 (Gréfico 4).

Como puede observarse, ambas herramientas analiticas aportaron resultados

similares en el posicionamiento de los TC a nivel nuclear.

Estimacion de areas en los TC #18 y #19

En la poblacion de nucleos tratados (n = 28), el TC #18 extruido ocupa un area
significativamente menor comparado a las areas medias de ambos TC #18 y los dos
TC #19 (p< 0,0001). Del mismo modo, los TCs #18 no extruidos (#18 ab) también
ocupan un area significativamente menor respecto a los TC #19 (p = 0,00041). En
los controles (n = 9), es también significativa la diferencia de area entre TC #18e y
los otros TC#18 (TC #18ab) (Grafico 5).
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Grafico 4.- Distancias medidas en pixeles de TC #18 extruido (e) y no extruidos (ab) y TC
#19 (ab) en ndcleos tratados y empleando un ROI para determinar el centro de masa
nuclear. Los datos se presentan como Media + ES (pixeles) del TC #18e, ambos TC #18 y
los dos TC #19.
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Gréfico 5.- Areas de TC #18 extruido (#18e), ambos TC #18 (#18 ab) y el par de TC #19
(ab) en poblaciones de nucleos tratados con ATRA y control (DMSO). Los datos se

presentan como Media de pixeles + ES.
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Circularidad de los TC #18 y #19

El grado de circularidad del TC #18 extruido (#18e) en los nucleos tratados es el que
mas se acerca a la unidad (0,72) mostrando diferencias significativas respecto al
promedio los TC #18 no extruidos (#18a - #18b) y los dos TC #19 (#19a - #19b) (p<
0,0001). Los TC #18 y #19 presentan similar grado de circularidad en los nucleos
tratados (p = 0,63). En los controles también es significativa la diferencia entre TC
#18e y los TC #19 (p = 0,03).
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Grafico 6.- Grado de circularidad de TC #18 extruido (#18e), ambos TC #18 no extruidos
(#18 ab) y el par TC #19 en poblaciones de nucleos tratados con ATRA y control (DMSO).

Los datos se presentan como Media de pixeles + ES.

5.5 Perfiles de intensidad del contenido de laminas tipo A-Cy B

El estudio por microscopia confocal (3D) de nucleos tratados con ATRA y controles
inmumarcados para laminas revel6 la presencia de una intensa sefial para lamina B.
En cambio, se detectd una escasa marcacion para las laminas A-C (Figuras 23 y
24). Las nucleos tratados mostraron numerosas protrusiones nucleares de variado
tamafio cuya periferia es también positiva para lamina B. En algunos casos, se
observan protrusiones de limites engrosados con mayor intensidad de la sefal

fluorescente. Este hecho es aun mas evidente al analizar planos seleccionados del
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stack. Las protrusiones que evolucionan y finalmente se separan de la masa nuclear

principal (micronucleos) son igualmente ricas en lamina B (Figura 24, e-1 a e-4).

Figura 23.- Imagenes confocales correspondientes a 5 planos en el eje z (z 19, 22, 30, 37 y
42) de un nucleo de HL60 diferenciado in vitro con ATRA. Los paneles al-ely a2-e2 ilustran
respectivamente la marcacion de lamina B (anticuerpo conjugado a FITC) y de lamina A-C
(anticuerpo conjugado a Cy-3). La contratincion con DAPI se presenta en los paneles a3-e3

mientras que los paneles a4-e4 ilustran la superposicion de las tres sefiales de

fluorescencia. Barra = 5 um.
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Las células HL60 adheridas a sustratos evidencian un mayor numero de
protrusiones que en nucleos fijados en metanol-acético (3:1) para estudios 2D
mediante tincion con Giemsa o FISH. La figura 25 presenta los perfiles de intensidad
de marcacion de lamina B, Lamina A-C y DAPI en nucleos polilobulados con

protrusiones o eliminacion de material nuclear.

Figura 24.- Imagenes confocales correspondientes a 5 planos en el eje z (z 19, 28, 37,48y
53) de otro nucleo de HL60 diferenciado in vitro con ATRA. Nétese la intensa marcacion de
la periferia de las protrusiones (d1) y el micronucleo (el). Las inmunomarcaciones y

contratincion como en la Figura 23. Barra = 5um.
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Figura 25.-Perfiles de intensidad de la inmunomarcacién de laminas tipo A-C y B en nucleos
de células HL60 diferenciadas in vitro con ATRA (6 dias). Se ilustran los planos (z) 37 y 42
de la Figura 23 y los planos (z) 48 y 53 de la Figura 24. Se observa un enriquecimiento de la
sefial de lamina B en la periferia de las protrusiones (A-B y A'-B") y el micronucleo (C-C y
C'- D).
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5.6  Analisis estructural y ultraestructural de células HL60

Dado que la linea celular HL60 crece en suspension, se seleccion6 el método de
secado de punto critico como el méas apropiado para la conservacién de las
estructuras celulares. Los estudios preliminares desarrollados en células HL60
expuestas a DMSO o ATRA empleando MET y MEB mostraron una serie de
cambios morfolégicos que involucran principalmente la estructura de la envoltura
nuclear (EN). Los nulcleos tratados no presentan la caracteristica distribucién
periférica y densa de la heterocromatina de los granulocitos normales sino cromatina
homogénea y compacta y una relacion nucleo-citoplasma mas elevada que los
controles. ElI examen de los cortes por MET revelaron la presencia de protrusiones
nucleares de caracteristicas similares a los ELCS (ver Introduccion) de tamafios
variados y patrones diversos de densidad electronica (14/15 nicleos expuestos a
ATRA y 20/21 tratados con DMSO). Por otra parte, se evidenciaron regiones con
dilatacion del espacio perinuclear y amplia separacion entre las capas interna y

externa de la EN.

En el neoespacio intermembrana se observaron, con relativa frecuencia, cuerpos de
diferentes dimensiones ocasionalmente conectados a una de las capas de la
membrana nuclear o material de tipo fibrilar o amorfo. Los cuerpos nucleares
presentaron tamafio variable (0,43 - 0,56 um) y diferente contenido (Figura 26). El
analisis pormenorizado de los cortes ultrafinos para MET (40-60 nm) mostro la
existencia de conexiones de las protrusiones con la masa nuclear principal en la
mayoria de los casos. Asimismo, algunas protrusiones presentaron relacion de
vecindad con los poros nucleares (Figura 27, pn). Finalmente, algunas células
presentaron dilataciones extremas del espacio entre ambas capas de la EN que
abarcan una considerable proporcion del perimetro del nucleo. Las dilataciones son
mas extremas en las células tratadas con ATRA que en los controles. (p = 0,01)
(Figura 28, A-C). En algunos casos extremos, estas estructuras se avecinan a la

membrana plasmatica (Figura 27, D).

En los estudios por MEB (imagenes estereoscopicas reales) fue posible revelar
drasticos cambios en la morfologia externa de las células tratadas con ATRA
generalmente constituidas por notorias invaginaciones (Figura 28, D-F) que podrian
corresponder con algunas de las importantes modificaciones observadas en células

HL60 en cultivo y sometidas a la accion de ATRA (Figura 28, G-I).
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Figura 26.- MET de células HL60 tratadas con ATRA (6 dias). A. Se observa a bajo
aumento un nucleo polilobulado que exhibe una protrusion (flecha blanca) y dilatacion del
espacio perinuclear de la EN (flecha roja). B-C. Imagenes a mayor aumento de las
estructuras descritas en A (flechas). D. Un Iébulo nuclear con clara dilataciéon del espacio
perinuclear. E se ilustra otra protrusion nuclear adosada a la capa externa de la EN en un
nucleo diferenciado (flecha roja). E-G. Dilatacién del espacio entre las capas de la envoltura

nuclear con microprotrusiones nucleares a dos diferentes aumentos (flechas rojas).
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Figura 27.- MET de células HL60 tratadas con ATRA y DMSO (6 dias). A. Se observa un
nucleo diferenciado (N) que exhibe una protrusion prominente ubicada en el espacio
intermembrana y poros nucleares contiguos (pn). B. Dilatacion de las capas interna y
externa de la EN con una protrusion nuclear en un nucleo expuesto a DMSO. C. Imagenes a
mayor aumento de los poros nucleares en el nucleo diferenciado en A. En D se ilustra una
serie de cuerpos (flechas rojas) saliendo del nucleo (N) en direccion a la membrana
plasmatica en una célula diferenciada con ATRA.
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Figura 28.- A-C. Microscopia electrénica de transmisién (MET). Cortes ultrafinos de células
HL60 (30-60 nm) diferenciadas con ATRA (6 dias) y tefiidas con acetato de uranilo. Se
observa amplia separacién de la membrana nuclear externa y generacion de una cavidad
entre las capas de la EN. D-F. MEB de células HL60 diferenciadas con ATRA (6 dias)
metalizadas con una capa fina de oro puro (120 segundos) en las cuales se observan claras
invaginaciones. G-l. Imagenes obtenidas en microscopio invertido (40x, contraste de fases)
ilustrando las complejas morfologias que presentan las células HL60 expuestas a ATRA (6

dias).

En loscortes ultrafinos de nucleos tratados con ATRA (n = 29 células), la estimacion
de areas entre los ROI de los diferentes nacleos mostré una menor area en pixeles

en términos estadisticos entre la poblacion de nucleos diferenciados con ATRA y la
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poblacién control (n = 20 células) (p = 0,0071).De manera analoga, los nucleos

diferenciados mostraron menor perimetro (p = 0,0021) (Gréaficos 7 y 8).
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Gréafico 7.- Areas nucleares medidas en pixeles de nucleos de HL60 diferenciados con

ATRA y control (DMSO) utilizando ROI para cada célula. Los datos se presentan como

Media * ES (pixeles).
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Grafico 8.- Perimetro de nucleos medidos en pixeles de células HL60 diferenciadas con

ATRA y control (DMSO) utilizando ROI para cada célula. Los datos se presentan como

Media * ES (pixeles).
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5.7 Obtencion de ARN total de nucleos completos y protrusiones de la
envoltura nuclear

Con el fin de analizar las caracteristicas genéticas y epigenéticas de las protrusiones
nucleares generadas durante el proceso de diferenciacion de HL60 a granulocitos
maduros se ajusto la técnica de Microdiseccion LASER (MDL).La implementacion de
la técnica de MDL para la captura de protrusiones nucleares permitiran avanzar en el
conocimiento del contenido de dichas estructuras sobretodo en relacion a la

presencia de ARN especificos de tipo Xist.

Empleando un equipo de MDL se llevaron a cabo tres tipos de capturas con
diferente carga de material nuclear correspondiente a células HL60 tratadas y
control: a) macromuestras conteniendo conjuntos de nucleos; b) micromuestras
abarcando areas nucleares semejantes a las protrusiones y c) protrusiones
nucleares de nucleos polilobulados. En un primer ensayo se tomaron muestras
nucleares para los ajustes de los LASER de corte y captura asi como el tipo de corte
a realizar (manual o automatico) con el fin de obtener un producto en las mejores
condiciones para el procesamiento del ARN. Se cuantificé el nimero de recortes
capturados para llevar un registro de la cantidad minima de material necesario para
este tipo de ensayo. La optimizacién del ancho de corte e intensidad del LASER son

claves a fin de maximizar el rendimiento de las capturas finales.

En el experimento de macromuestras se logré recortar y capturar 11 campos
conteniendo 1057 nucleos completos que correspondid al maximo de material
analizado (Figura 29). Del mismo modo, se establecié la minima cantidad de material
nuclear necesario para areas nucleares semejantes a protrusiones (n = 255) y para
protrusiones (n = 255) (Figura 30). Ambos tipos de muestras (macro y
micromuestras) fueron utilizadas para extraccion de ARN obteniéndose, en cada

caso, un volumen final de extraccion de 12 L.

En algunos casos se evidencia en las micrografias el paso del LASER sobre el
contorno del area seleccionada, aunque la misma no logra ser catapultada a la tapa
del microtubo por la energia de la segunda emision LASER (infrarrojo) perdiéndose,
por tanto, su captura (Figura 31; d, flecha). Los cortes y capturas de protrusiones
correspondientes a nucleos polilobulados tratados con ATRA se ilustran en la Figura
31.
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Figura 29.- Micrografias de macromuestras (conjuntos de nucleos) de células HL60 control
(DMSO). Los nucleos fueron fijados en metanol acético (3:1) y tefiidos con Giemsa (3%; 10
min). a-al.seleccion del area de corte de macromuestras; b-b1. Corte automético con el
LASER UV (405 nm); c-cl. Captura de los recortes de la membrana de acetato con LASER
infrarrojo (600 nm); d-d1. Imagen de las macromuestras en la cara interna de la tapa del
microtubo. a3) vista panoramica del conjunto de macromuestras capturadas (tapa del
microtubo). Equipo de MDL Arcturus XT de IByME-CONICET.
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Figura 30.- Micrografias de microcortes (areas similares a protrusiones) de nudcleos de
células HL60 expuestas a DMSO (6 dias). a. seleccion de las porciones de nucleos a cortar
(flecha negra); b. corte automatico con el LASER UV (flecha negra); c y d. etapas de
catapulta y captura de los recortes con LASER infrarrojo. La flecha roja en d indica una falla
en el proceso de captura. Fijacion, tincion de los nucleos y equipo empleado como en la

Figura 29.

Figura 31.- MDL de nucleos de granulocitos HL60 diferenciados in vitro con ATRA (6 dias).
El area de corte contiene Unicamente la regién de la protrusiéon nuclear. A-A'. Nucleo con
protrusion y corte manual de la protrusién con LASER UV; B-B'. Corte manual y captura de

la protrusion. Fijacion, tincion de los nucleos y equipo empleado como en la Figura 29.
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Se aislé el ARN total y se confirmé por ensayo de amplificacion por PCR a tiempo
final la calidad del material recolectado por MDL (Figura 32, A). Las fracciones de
ARN total aislado de las macro y micromuestras (células control) obtenidas por
microdiseccion LASER (MDL) mostraron buena integridad al amplificar el gen de

satélite mayor (banda de 100 pb).

A partir de células HL60 en cultivo y diferenciadas con ATRA, se aislo ARN total de
buena concentracion y pureza. Seguidamente se procedio a la conversion del ARN
(1pg/uL) a ADN copia (ADNc) mediante RT-PCR con transcriptasa reversa y primers

de tipo universal. Se midi6 la concentracion y pureza del ADNc.

El ADNc se utiliz6 como molde para amplificar el gen del satélite mayor de ratén en
HL60 sin diferenciar en el rango de 300 y 100 pb. Como control positivo se utilizaron
fracciones de ADNc de células pre-adipociticas (3T3-L1). Las dos bandas que
definen el perfil de amplificacion para HL60 sin tratar coinciden con las ultimas dos

bandas en las células 3T3-L1 (Figura 32, B).

Las secuencias amplificadas de satélite mayor en las células 3T3-L1 exhiben una
variacion de fragmentos mientras que la linea HL60 tratada con DMSO mostrd un
patréon de dos bandas bien definidas (100 y 300 pb). Pese a la diferencia en la
expresion de transcriptos de satélite mayor en ambas lineas celulares, las dos
bandas de HL60 coinciden en tamafio con las Ultimas dos bandas de amplificacion
de la linea celular 3T3-L1 (Figura 32, B).

No fue posible realizar ensayos de colecta de protusiones nucleares con extraccion
de ARN total en la poblacion de células diferenciadas con ATRA dadala breve

pasantia en IByME.

85



HL60
A 3T3-L1 MM Sin tratar
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PCR a tiempo final

Figura 32.- Productos de amplificacion de PCR a tiempo final para secuencias de satélite
mayor (ratén) en muestras de ADNc. El ARN total fue aislado de macro y micromuestras de
nucleos de HL60 (tratados con DMSO) colectados por MDL. A. la amplificacion de macro- y
micromuestras (carriles 2 y 3, respectivamente) muestra una Unica banda de 100 pb (flecha
amarrilla). B. Productos de amplificacion por PCR a tiempo final de secuencias de satélite
mayor en controles de amplificacion (células pre-adipociticas 3T3-L1: carriles 1y 2) y células
HLG60 sin tratar (carril 7; flechas azules). En los carriles (1 y 2) control se observan multiples
bandas con tamafios acordes al patron establecido en el IByME. En las células HL60 sin
tratar se observan dos bandas de 100 y 300 pb. MM: el carril 6 corresponde al marcador de
peso molecular (100-2080 pb); la banda intensa corresponde a 500 pb. Tincion: Syber Safe.

(La imagen corresponde a un unico gel con carriles recortados).
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6. DISCUSION

6.1 Diferenciacion de HL60 a granulocitos maduros

Los resultados obtenidos confirman que se logré la diferenciacion in vitro de las
células HL60 a granulocitos en base a la exposicion a ATRA durante 6 dias. Se
observé la induccion de cambios en la morfologia celular y polilobulacion nuclear
caracteristicas de los granulocitos. Los estudios citométricos revelaron una
manifiesta detencion del ciclo celular en las células HL60 diferenciadas con ATRA
con una muy elevada proporcién de células (84%) en fase GO/G1 del ciclo celular
comparado con los controles (PBS y DMSOQ). Estas observaciones indican que las
células que responden a ATRA alcanzan un estado no proliferativo irreversible que
coincide con la generacion de granulocitos maduros (Collin y Foster 1983). Sin
embargo, se observa un conjunto de células en G2/M que puede corresponder a una
subpoblacién indiferenciada que no responde a ATRA y desarrolla, por tanto, un
ciclo celular de caracteristicas normales. Sumado a los patrones morfologicos y
citométricos, la diferenciacion a granulocitos fue confirmada por el inmunofenotipo

de las poblaciones HL60 expuestas a ATRA con una marcada expresion de CD11b.

6.2 Eliminacion de un TC #18 en un entorno trisbmico

La coleccion de sondas para detectar los TC #18 y #19 generadas por DOP-PCR
presentaron un buen nivel de especificidad mostrando sefiales bien definidas con
microscopia de fluorescencia y confocal. Dicha especificidad permitié topografiar con
precision los tres TC #18 y el par de TC #19 en nlcleos y metafases de la linea
HL60 (Figura 17).

El analisis de los nucleos tratados con ATRA revel6 la existencia de un proceso de
condensacion y segregacion hacia un lébulo periférico de un TC #18 que continla
con la inclusion del mismo en una protrusion nuclear y la formacion de una
estructura similar al “palillo de tambor”. El proceso culmina con la eliminacion del TC
involucrado (Figuras 18-20). Del total de nucleos diferenciados estudiados (n = 872),

145 presentaron protrusiones conteniendo un TC #18 (16,63%). Cabe destacar que
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del total de protrusiones observadas (n =236, T IV a T VII), el 61,4% contenia un TC
#18 lo que implica una generacion de estas estructuras superior al mecanismo de
eliminacion del cromosoma supernumerario. Por otro lado, no se detectdé en ningun
caso un TC #19 en protrusiones. Dado que no se emplearon sondas para otros
cromosomas no es posible descartar la presencia de otro TC en las protrusiones
libres (38,6%). Sin embargo, la elevada frecuencia del TC #18 en protrusiones
sugeriria una especificidad del mecanismo de eliminacion para el TC #18 en exceso.

El andlisis detenido de los diferentes tipos morfoldgicos de la mencionada secuencia
de eventos (en especial T IV a T VII), revelé que los controles expuestos a DMSO
mostraron solamente 25 nucleos de 2165 (1,15%) en los cuales una protrusion
contenia un TC #18. Por lo tanto, los controles presentan, con mucha menor
frecuencia, las mismas etapas de eliminacion del TC #18 (Gréafico 2) en nucleos
ovoides 0 a lo sumo bilobulados. Del total de protrusiones observadas (n =32, T IV a
T VII) el 78,13% (n = 25) contiene un TC #18. Esto indicaria la existencia de un
escaso nivel de pérdida de un TC #18 producido por el DMSO que se incrementaria
tras la exposicion a ATRA.

La existencia de este original proceso abre una serie de interrogantes sobre sus

caracteristicas y alcance.

La secuencia detectada indicaria la existencia de un mecanismo nuclear especifico
qgue lleva a la eliminacion de un TC #18 en células HL60 trisdbmicas para este
cromosoma. Esto implicaria la accibn de un mecanismo de conteo cromosomico
similar a lo hallado para el X de mamiferos que inicialmente corrobora la condicion
trisomica y luego dispara el proceso de segregacion, condensacion, extrusion y
eliminacién. De comprobarse un mecanismo tal, apoyaria fuertemente nuestra
hipétesis sobre la existencia de acciones de reconocimiento y conteo con posterior
eliminacion del cromosoma en exceso a nivel autosémico. Con un sentido finalista,
podria pensarse en un proceso que conduce a la normalizacion del complemento

cromosomico.

6.3 Parametros estereoldgicos y posicionales de los TC

La medicion de distancias entre los TC utilizando multiples ROI reveld una mayor

distancia del TC #18 extruido respecto a los restantes TC (tanto #18 como #19)
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confirmando, desde el punto de vista cuantitativo, lo observado en las imagenes de
microscopia confocal. Es importante destacar que ambas estrategias, ya sea
tomando en cuenta los centros de masa del nucleo y ROI de los TC o solamente las

distancias inter-TC, generaron similares resultados.

Asimismo, el TC #18 en proceso de eliminacion mostré menor area y mayor grado
de circularidad con respecto a los otros TC ponderados para el analisis. Estas
evidencias constituyen un soélido apoyo a la existencia de un proceso de marcada
compactacion de dicho TC. Como se mencion0, estas caracteristicas estructurales
son semejantes a las que adopta el cromosoma X inactivo via la formacion del

corpusculo de Barr y el “palillo de tambor”.

Por otro lado, quedaria por examinar si las similitudes de este proceso autosomico
con el del cromosoma X también abarcan las modificaciones postraduccionales de
histonas (H3K9me3, H3K27me3, hipoacetilacién de H3 y H4) y metilacion del ADN
(asociadas al fendbmeno de condensacién) asi como la produccién de ARN
especificos (X-ist simil) que recubran al TC incrementado su condensacion y

segregacion.

6.4 Plasticidad de la arquitectura nuclear

La estructura de los nucleos de mamiferos es sumamente plastica como lo
demuestran la organizacién invertida de la eucromatina y heterocromatina en los
fotoreceptores de la retina en animales de habito nocturno. Como se menciond, este
reordenamiento de la arquitectura nuclear obedeceria a la necesidad de lograr un
pasaje eficiente de la luz a través de las estructuras nucleares de los fotoreceptores
(Solovei et al. 2009). Otros ejemplos lo constituyen la polilobulacion que
experimentan los granulocitos en forma normal o inducida por ATRA y los cambios
numeéricos y estructurales de los cromosomas que generan profundas
modificaciones en el posicionamiento de los TC cromosémicos (Olins et al. 2001,
Harewood et al. 2010).

En humanos, las mutaciones en el gen del receptor de lamina B (RLB) son
responsables de una laminopatia autosémica dominante que ocasiona la pérdida de
lobulacion nuclear en granulocitos ocasionando la anomalia de Pelger-Huét (Olins et
al. 2010, Hoffmann et al. 2002).
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Recientemente se identificd una mecanismo de sujecion de la heterocromatina a la

envoltura nuclear donde estan involucrados RLB y laminas A/C.

El mencionado mecanismo de inmovilizacion se comporta como pinzas moleculares
durante la diferenciacion celular y el desarrollo. La ausencia de ambos conduciria a
la reubicacion de la heterocromatina periférica hacia un cromocentro central y la
generacion de una arquitectura nuclear invertida (Solovei et al. 2013). En nuestro
estudio, las poblaciones de células HL60 tratadas con ATRA mostraron tanto en
microscopia confocal como MET cromatina homogénea con un mayor grado de

compactacion que los controles (DMSO).

Las células HL60 (controles y tratadas) mostraron una elevada expresion de lamina
B y minima de laminas A/C como ha sido reportado por Hoffman et al. (2007) y Olins
y Olins (2004). Las células diferenciadas presentaron una importante produccion de
protrusiones cuando se inmunomarcaron con anticuerpos especificos para lamina B
sobre sustratos modificados (3D) (Figuras 23 y 24). Cabe sefalar que los estudios
en 2D en células fijadas en metanol-acético (3:1) y extendidas sobre portaobjetos a

55°C presentaron, comparativamente, un menor niumero de protrusiones.

Estas observaciones reflejan lo descrito por Olins y Olins (2004) en relacién al
aumento de la flexibilidad de la EN por la reduccién del contenido de lamina A/C y
aumento de la expresion de LBR. En ese sentido, observamos un notorio
enriguecimiento en la marcacién de lamina B nivel en los limites de las protrusiones
nucleares indicando una mayor flexibilidad de la EN en esas estructuras. Finalmente,
los micronucleos formados a partir de la eliminacién del TC #18 también presentan

una elevada inmunomarcacion para lamina B.

Con respecto a las protrusiones nucleares, Olins et al. (2001) y Olins y Olins (2009)
han descrito estructuras semejantes denominadas ELCS. Cabe destacar que las
protrusiones nucleares que hemos descrito mediante microscopia de fluorescencia y
confocal presentan diferencias en cuanto a sus dimensiones con los ELCS. No
obstante, los estudios con MET permitieron poner de manifiesto formaciones
nucleares similares a ELCS tanto en células control (DMSO) como tratadas con
ATRA.

Los ELCS se han observado tanto en la serie blanca normal como en células
leucémicas (incluida la linea celular HL60) y en linfomas humanos. Este fendmeno

también se detecta en granulocitos con trisomia de los cromosomas del grupo D o
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del #21 y en células aneuploides 0 que portan translocaciones o inversiones. Se ha
propuesto que los ELCS se generan por la interaccion de la heterocromatina
adosada a la cara interna de la membrana nuclear y las hojas interna y externa de la

misma.

En este sentido, interesa destacar que las protrusiones que incorporan al TC #18
surgen de una deformacion inicial de la EN en contacto con el TC condensado y
probablemente heterocromatico. Ademas, algunos ELCS, como hace referencia su
nombre,exhiben varias capas plegadas las cuales se hallan integradas por EN y
laminas de cromatina (Olins y Olins 2009). La presencia de estructuras semejantes
en la periferia de las protrusiones podria explicar el incremento de la

inmunomarcacion de lamina B en esa localizacion.

6.5 Caracterizacion ultraestructural de células HL60 diferenciadas

Se caracterizo la linea celular HL60 diferenciada a granulocitos en un estudio que
abarco tanto su estructura interna como externa (MET y MEB). Los datos fueron
obtenidos empleando diversos protocolos de procesamiento de las muestras
biolégicas (fijacion en glutaraldehido 2,5 % y glutaraldehido + tetréxido de osmio,
criodeshidrataciéon con N,, deshidratacién quimica y SPC, inclusion en araldita y
tincion con acetato de uranilo) exhibiendo los mismos resultados. Se selecciono, por
tanto, la técnica de secado de punto critico considerando el crecimiento en

suspension de la linea celular HL60 y la rapidez y sencillez de la técnica.

La poblacion de HL60 tratada in vitro con ATRA durante 6 dias gener6 granulocitos
tipicos presentando elevada rugosidad de la membrana plasmatica y mayor relacion
ndcleo-citoplasma. Asimismo, se observaron conspicuas invaginaciones de la
membrana plasmatica. El examen de cultivos mediante contraste de fases mostro
complejos cambios morfolégicos en las células diferenciadas que podrian

relacionarse con las imagenes obtenidas con MEB.

El estudio de los cortes (40-60 nm) reveld (ademas de las protrusiones) la presencia
de dilataciones del espacio perinuclear (DEP) que en ocasiones involucra una
considerable proporcion del perimetro del nucleo. Estas verdaderas cisternas
perinucleares son mas amplias en las células tratadas con ATRA pero su presencia

en los controles indica una generacién basal de este tipo de estructuras. Las
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caracteristicas de su contenido (cuerpos nucleares, material amorfo o fibrilar) son de
dificil interpretacion sin el aporte de técnicas especiales de MET (inmunogold, etc.).
Interesa destacar la relacion de las DEP con los complejos de poro nuclear (Figura
27).

Las DEP detectadas por MET no han sido observadas previamente en la linea
celular HL60 tanto indiferenciada como diferenciada. Sin embargo, modificaciones
semejantes han sido descritas en ovocitos humanos, monos, bovinos y roedores en
diferentes etapas del desarrollo (Sotelo y Porter 1959; Sotelo 1959; Baker y Franchi
1968). Los autores describen una serie de dilataciones complejas en la EN y la
presencia de material confinado en el espacio perinuclear en oocitos neonatales, en
la etapa de diploteno temprano. Baker y Franchi (1968) identifican dos tipos de
inclusiones a nivel de las DEP: a) material de indole fibrilar y, b) cuerpos

redondeados u ovales con caracteristicas semejantes a la cromatina nuclear.

Las observaciones de estos autores en ovocitos de mamiferos son coincidentes con
las estructuras detectadas en células HL60 control y expuestas a ATRA y denotan
un grado particular de plasticidad de la EN para producir estructuras de significado

desconocido hasta el presente.

6.6 Microdiseccion LASER (MDL) de nucleos de HL60 diferenciados

Los cortes manual y automatico de porciones especificas de nucleos polilobulados
de granulocitos HL60 con protrusiones nucleares fueron cuantificados para registrar
la cantidad minima de material necesario para realizar una extraccion de ARN total.
La optimizacion del ancho de LASER de corte asi como de la intensidad fueron
pasos clave a fin de maximizar el rendimiento de las capturas finales. Se estableci6
en todos los casos (macro- y micromuestras y protrusiones) la cantidad minima de

material nuclear necesario para los estudios de ARN.

Las fracciones de ARN total aislado de macro- y micromuestras por MDL
amplificaron una banda de 100 pb (satélite mayor). Los resultados de este ensayo
fueron comparables al gold standard manejado en el laboratorio (IByME). Ademas,
las amplificaciones realizadas en paralelo con ARN total extraido de cultivos de

células HL60 mostraron los mismos resultados.
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En sumafue posible cortar, capturar y aislar material nuclear de diferentes regiones
comprobandose la funcionalidad de las fracciones de ARN total por amplificacion de

la secuencia del gen del satélite mayor.

CONCLUSION

Se logr6 demostrar la presencia en células HL60-ATRA de un proceso original no
descrito hasta el presente que implica la eliminacion, al parecer especifica, de un
cromosoma en condicion trisémica inducida por ATRA en una linea celular humana.
El proceso de diferenciacion granulocitica seria clave para modificar las
caracteristicas morfoldégicas del ndcleo y la generacion de protrusiones via la
remodelacion de la EN por cambios en la composicion en laminas promoviendo una
mayor plasticidad y flexibilidad de la misma. La presencia de un reducido numero de
nacleos control (DMSO) que exhiben el mismo proceso de eliminacién de un TC #18
sugiere que el mismo opera a nivel basal en células indiferenciadas. Los estudios
por MET y MEB mostraron complejas estructuras (protrusiones y DEP) que

corroboran la elevada plasticidad tanto del ntcleo como de la EN.
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7.

b)

d)

PERSPECTIVAS

Estudiar mediante FISH en poblaciones tratadas con ATRA durante 12-15 dias
para verificar si el proceso de eliminacion alcanza un mayor grado de expresion

con un alto porcentaje de células con eusomia del #18.

Desarrollar técnicas de inmunoFISH (3D) en células HL60 diferenciadas
adheridas a sustratos modificados (Bond Adhesion Slides) con el fin de analizar
posibles modificaciones de histonas en el TC #18 en vias de eliminacion (histona
macroH2A, H3K27me3, H3K9me3, hipoacetilacion de histonas).

La implementacion de la técnica de MDL para la captura de protrusiones
nucleares permitirdn avanzar en el conocimiento del contenido de dichas

estructuras sobretodo en relacion a la presencia de ARN especificos de tipo Xist.
Profundizar el estudio de las modificaciones que ocurren a nivel de la membrana

nuclear, la cromatina y componentes del citoesqueleto durante la formacion de

las protrusiones (T lll y T IV) y eliminacién del TC #18 mediante MC y MET.
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ANEXO

Generacion de sondas WCP para TC #18 y #19

Para la obtencion de las sondas se parti6 de una muestra de 500 cromosomas
clasificados por citometria de flujo procediendo a su amplificacibn mediante la
técnica DOP-PCR. La electroforesis en gel de agarosa mostr6 un conjunto de
fragmentos de ADN cuyo tamafio oscilaba entre 150-800 pb (carriles 1y 5) asi como
fragmentos de mayor tamafo (carriles 2 y 4) (Figura 15, panel A). Se logré una
buena calidad de ADN amplificado para los diferentes cromosomas (#18, #19 entre
otros) obteniéndose los fragmentos esperados dentro de los rangos adecuados para

la generacion de las sondas WCP. La concentracion de ADN fue de 2500 ng/puL.

TC18 MM TC 19

DOP-PCR

Figura 15.- Electroforesis en gel de agarosa (1%, Goodview) para analizar la amplificacion
del ADN por DOP-PCR para la obtencién de sondas WCP de los cromosomas #18 (carriles
1y 2)y#19 (carriles 4 y 5) con el primer universal 6MW. El carril 3 corresponde al marcador
de peso molecular (MM) con fragmentos entre 100 a 1517 pb.
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Marcacion del ADN por Nick Translation (NT)

Los tamafos de las sondas obtenidas por NT estuvieron comprendidas en el rango
de 150-1200 pb (Figura 16, carriles 2, 3y 4). En el smear se destacan dos regiones

de mayor intensidad para las tres sondas (flechas).

MM TC 18 TC 19 TC 21

Nick Translation con haptenos

Figura 16.- Gel donde se observan los tamafios finales de la coleccion de sondas WCP
marcadas con haptenos por NT para los TCs #18, #19 y #21. Carriles: 2-4 sondas. Carril 1:
marcador de preso molecular (MM) 100 a 1517 pb (gel de agarosa 1% tefiido con BrEt).
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