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INTRODUCCIÓN

El genoma de los organismos vivientes sufre continuamente alteraciones estructurales

espontáneas, o causadas por el medio ambiente, o que están programadas en cada organismo en

particular. Las consecuencias de estas alteraciones pueden aparecer como cambios

cromosómicos, sean mutaciones, recombinaciones, o amplificaciones.

Si bien estos cambios pueden proveer la variabilidad genética necesaria para la existencia

de la evolución, las células de organismos que varían en complejidad desde unicelulares hasta

seres humanos poseen la capacidad de reparar el daño al ADN, lo que les permite recuperar

actividades esenciales como la síntesis de ADN, ARN y proteínas, asegurando así la integridad

de su material genético.

El estudio del daño al ADN y de las respuestas biológicas a dicho daño se ha

desarrollado enormemente en los últimos 30 años, especialmente desde que se hizo evidente la

relación entre la reparación del daño al ADN y la salud humana.

Los mecanismos desarrollados evolutivamente para reparar o tolerar las lesiones

producidas por agentes en el medio ambiente includen:

l) la /olorreactivación, que requiere luz y actúa exclusivamente sobre los dímeros de

pirimidinas, revirtiéndolos a los nucleótidos originales.

2) la reparación por excisión, en la que la lesión es reconocida por una endonucleasa

específ ica que corta el ADN (o por una glicosilasa que reconoce las bases alteradas o incorrectas,

y corta los enlaces glicosílicos separándolas; luego una endonucleasa corta el ADN en el sitio

apurínico o apirimidínico resultante), luego la lesion y varios nucleótidos adyacentes son

digeridos por una exonucleasa, una ADN-polimerasa resintetiza el segmento faltante y una ligasa



completa el proceso que resulta en el ADN libre de daño.

3) Cuando la lesión se produce en una región de ADN monocatenario, como por ejemplo

en un replicón. el tenedor replicativo puede resultar completamente bloqueado, o puede

continuar a través de la lesión (by-pass) creando una cadena hija continua, o puede reiniciar a

cierta distancia de la lesión, dejando una zona sin duplicar en la cadena hija, opuesta a la lesión;

este intervalo no replicado es reparado luego mediante la reparación post-replicación. Estos dos

mecanismos permiten la recuperación de la célula pero no eliminan el daño; mediante divisiones

sucesivas las lesiones son diluídas o reparadas mediante excisión (Hanawalt et al, 1979).

El estudio de los procesos de reparación en bacterias ha avanzado considerablemente

gracias a la utilización de mutantes y a la caracterización de las enzimas que actúan en cada

etapa; en las células de organismos superiores el análisis resulta más complicado debido a la

estructura de la cromatina, a la presencia de replicones múltiples. y a las dificultades que

presenta la obtención de mutantes.

El analisis de los complejos mecanismos que las células de eucariontes utilizan para

procesar el ADN dañado puede ser realizado mas eficientemente mediante la simplificación

máxima de los sistemas experimentales utilizados.

Hay varias estrategias que sirven para este propósito:

l) Minimizar el número de distintas clases de lesiones en el ADN mediante el uso de

agentes que producen sólo una, o muy pocas, lesiones distintas. La luz ultravioleta (UV), por

ejemplo, satisface esta condición ya que forma pocas lesiones, incluyendo los dímeros

ciclobutano de pirimidinas, los fotoproductos 6-4 dipirimidinas, y los 5,6-dihidroxi

dihidrotiminas o glicoles de timinas.

2) Reducir el número de procesos celulares que compiten como respuesta al daño.

Mediante la utilización de mutantes deficientes en algunos de esos procesos, el investigador



puede caracterizar las actividades que permanecen intactas y evaluar la importancia de las que

han sido inactivadas. El número de mutantes de reparación de células humanas es limitado; los

que han sido estudiados mas exaustivamente son los de células derivadas de pacientes con

xeroderma pigmentosum (XP), una enfermedad hereditaria, autosómica recesiva, que se

caracteriza por la extraordinaria sensibilidad de la piel a la luz solar, manifestada por la

existencia de carcinomas de piel, y anormalidades neurológicas de severidad variable (Bootsma,

1978). Las células de XP son sensibles a la UV, a la aflatoxina BI, a los psoralenos más luz

ultravioleta cercana y al óxido de 4-nitroquinolina. En el caso de XP "clásico", esta sensibilidad

parece ser debida a una capacidad reducida de cortar el ADN dañado (reparación por excisión),

ya que las células recuperan su resistencia a la UV cuando se les introduce la enzima

endonucleasa V de T4, que corta al ADN específicamente en los dímeros de pirimidinas

causados por la UV (Smith y Hanawalt, 1978). Las células de pacientes con XP variante poseen

un sistema de reparación por excisión normal; Lehmann (1974) propuso que la sensibilidad de

estas células a la luz se debe a un sistema de reparación post-replicación defectuoso. Otras

enfermedades como la ataxia telangiectasia, la anemia de Fanconi, el síndrome de Bloom, el

síndrome de Cockayne y el retinoblastoma hereditario tambien presentan defectos en los

procesos celulares relacionados con la reparación, además de anormalidades neurológicas y una

mayor incidencia de cánceres (Hanawalt y Sarasin, 1986).

3) Utilizar pequeñas secuencias de ADN, bien def inidas, como sondas para estudiar los

procesos de reparación en las células humanas. Estas secuencias pueden ser endógenas, como las

secuencias repetitivas a en primates, o exógenas, como virus o plásmidos que pueden ser

dañados ¡n vitro. y luego introducidos en células intactas en las que varios parámetros biológicos

pueden ser medidos. Las secuencias exógenas ofrecen varias ventajas, como la posibilidad de

introducirles lesiones específicas o en cantidades tales que serían letales para las células.

Varios grupos de investigadores han utilizado estas estrategias para estudiar las respuestas

de células derivadas de varias especies de mamíferos, sea mutantes de la reparación o normales,



cuando son infectadas con virus dañados in vitro.

Las enzimas de las células huéspedes son capaces de reparar el daño producido en el

ADN de los virus por la UV, rayos X y varios agentes quimicos; esta reparación, llamada

"reactivación en la célula huésped", refleja la sensibilidad de cada tipo de célula a los agentes

utilizados (Defais et al, 1983). La utilización de los virus como sondas ofrecen las ventajas

detalladas anteriormente, pero tambien presenta ciertas dificultades, como por ejemplo el

número reducido de virus que no codifican sus propias enzimas de duplicación y reparación, y

las limitaciones con respecto a los huéspedes disponibles para cada tipo de virus.

Recientes avances y descubrimientos realizados en Biología Molecular, como por ejemplo

la caracterización de las enzimas de restricción, permitieron la creación de los plásmidos

quiméricos, compuestos por segmentos de ADN que provienen de diversas fuentes, y que pueden

expresar información genética en mas de una clase de huésped. Estos plásmidos pueden ser

propagados en bacterias, por ejemplo Escherichia coli, y portan genes procarióticos o

eucarióticos organizados de modo tal que pueden ser expresados en células de mamíferos.

Células transformadas con plásmidos que contienen genes que confieren resistencia a ciertos

inhibidores o antibióticos, pueden ser seleccionadas en cultivo y utilizadas en estudios de

procesamiento del ADN de los plásmidos. Los plásmidos, como los virus, son secuencias de

ADN relativamente pequeñas, generalmente bien caracterizadas. que pueden ser tratadas con

agentes físicos o quimicos (in vitro) e introducidos en células dañadas o no, de manera que los

efectos de los agentes perniciosos sobre el ADN del plásmido pueden ser evaluados

independientemente de los efectos en otros componentes celulares.

Una de las ventajas de este sistema es que la selección no depende de que las células

recipientes posean mutaciones bioquímicas específicas. Otra ventaja es que los plasmidos no

codifican enzimas de reparación del ADN dañado. a menos que hayan sido diseñados con ese

propósito. Esto permite el análisis del procesamiento del plásmido dañado en las células



recipientes, sin complicaciones derivadas de funciones codificadas por el plásmido per se. LOS

plásmidos ofrecen la posibilidad de estudiar actividades biológicas bien definidas y específicas,

como por ejemplo la sintesis de una enzima cuyo producto puede ser cuantificado fácil y

rápidamente. Además, los plasmidos pueden ser utilizados en una gama de huéspedes mucho

mas amplia que la de los virus (Ganesan y Spivak, 1987).

En este trabajo de tesis se describira la utilización de los plásmidos quiméricos para

estudiar los procesos de reparación del daño al ADN en células humanas. Los plásmidos serán

tratados con distintos agentes físicos o químicos ¡n vitro. y luego introducidos en células

humanas mediante la coprecipitación con fosfato de calcio. La eficiencia de la transformación

de las células recipientes. medida a través de la expresión a corto plazo de genes en el plásmido,

o de la transformación estable que permite a las células transformadas crecer en medio selectivo,

dará una idea de la capacidad de las células de procesar el daño en los plásmidos.

Los plásmidos que serán utilizados en este trabajo incluyen el pSVZ-gpl, el pSV2-neo, y

otros plásmidos derivados del pSVZ-gpt que serán descriptos en las secciones correspondientes.

El plásmido quimérico pSVZ-gpl contiene el gen gp! de Escherichia coli, que codifica la enzima

fosforibosiltransl'erasa de la xantina y guanina (Mulligan y Berg, 1980, l98la, l981b). Los

fragmentos adyacentes al gen gp! provienen del virus SV40 e incluyen el promotor temprano de

la transcripción y secuencias que permiten el empalme y la poliadenilación del gen gpl, de

manera que éste puede ser transcripto en células de mamíferos. La fosforibosiltransferasa de la

xantina y guanina bacteriana (XGPRT) puede utilizar xantina como sustrato más eficientemente

que la fosforibosiltransferasa de la hipoxantina y guanina de mamíferos (HGPRT). Las células

que expresan el gen gp: pueden ser seleccionadas gracias a su capacidad de crecer en medio de

cultivo que contiene ácido micofenólico. que inhibe específicamente la enzima que convierte la

inosina monol‘osfato (IMP) en xantina monofosfato (XMP), y aminopterina, que inhibe la

síntesis de purinas a partir de sus precursores; además contiene xantina. hipoxantina y timidina



(Mullígan y Berg, l98|a; Figura I). Además de secuencias de E. coli y de SVÁO,el pSVZ-gpl

contiene secuencias del plasmido bacteriano pBR322, incluyendo un origen de replicación

bacteriano y el gen de la fi-lactamasa que confiere resistencia a la ampicilina (Figura 2). El

plásmido pSVZ-neo descripto por Southern y Berg (¡982) posee las mismas características que

pSVZ-gpt excepto que en lugar de gpt contiene el gen neo, proveniente del transposón Tn5, que

codifica una fosfotransferasa, la APH(3‘)II. Esta enzima confiere resistencia al antibiótico G418.

El pSVZ-neo que se utilizó en estos estudios (Figura 2) fue construído a partir del plasmido

pML-l en lugar del pBR322 (D. Canaani, comunicación personal). El pML-l fue derivado

mediante la deleción de un fragmento de alrededor de 1,4 kb cerca del origen de replicación del

pBR322 (Lusky y Botchan. |98|).



Figura l. Esquema de la selección de células XGPRTÏ La presencia en el medio de cultivo de

los inhibidores de la síntesis de novo, aminopterina (AM) y ácido micofenólico (MPA), obliga a

las células a utilizar purinas para sintetizar nucleósidos monofosfato. Sólo las células que poseen

el gen que codifica la XGPRT de E. coli son capaces de utilizar xantina (X) para sintetizar

XMP.
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Figura 2. Estructura y mapa de restricción de los plásmidos quimericos pSVZ-gpt y

pSVZ-neo. Las regiones sombreadas indican secuencias de pBR322 en pSVZ-gpt o de pML-l en

pSVZ-neo (2.3 kbp); las regiones negras, secuencias de SV40 (1.9 kbp); las regiones blancas, los

genes gpt de E. coli (1.0 kbp) o neo de Tn5 (1.4 kbp). Los sitios de restricción fueron tomados

de datos publicados o de las secuencias provistas amablemente por el Dr. B. Howard. ori: origen

de replicación.
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MATERIALES v MÉTODOS

Cultivo de células.

Las lineas celulares utilizadas están descriptas en la Tabla XI. El medio de cultivo

utilizado fue el medio mínimo esencial de Eagle con sales de Earle (GIBCO) complementado con

l0 % de suero fetal bovino, 2 mM glutamina, y solución antibiótica-antimicótica (GIBCO).

Cepas de bacterias y plásmidos.

Los plásmidos pSVZ-gpt, pSV2-gptA(HindIH-Bgll) y pSVZ-neo fueron obtenidos del

laboratorio del Dr. P. Berg de la Universidad de Stanford. La cepa HBlOl de Escherichia coli

es el huésped original; para obtener plásmidos marcados con radioactividad, se utilizó la cepa

dependiente de timina ABZ487, derivada de AB2463 (Bachmann, 1972).

Drogas.

El ácido micofenólico fue un obsequio de la compañía Eli Lilly. o fue comprado a

Calbiochem. El antibiótico G4l8 (o geneticina) fue de GIBCO, el butirato de sodio de SIGMA

(85887) y el HMT de HRl Associates. El [3H1NA-AAF (432.5 Ci/mol) fue obtenido del Cancer

Research Program del National Cancer Institute, Division of Cancer Cause and Prevention,

Bethesda, Maryland, USA, y la [Metil’l-Utimina (60 Ci/mmol) fue adquirida en New England

Nuclear o Amersham. La [2-“C1timina (55.5 Ci/mmol) fue de New England Nuclear, y el

[a-32P1dATP (3.000 Ci/mmol) de Amersham.

ADN.

Los plásmidos radioactivos fueron amplificados y obtenidos de la cepa ABZ487, mientras

que los plásmidos no radioactivos fueron obtenidos de la cepa HBlOl usando en ambos casos el

mismo método de preparación (Seawell y Ganesan, l981). En resumen, las células fueron



propagadas a 37°C con agitación en caldo mínimo de Davis conteniendo glucosa %,

hidrolisado de caseina sin vitaminas 0.05 96, vitamina BI 0.5 ¡ig/ml y ampicilina 30 pg/ml. En

el caso de la cepa ABZ487, se agregó timina 0.08 pM o una mezcla de timina radioactiva (2

pCi/ml de [2-“C1timina o lO pCi/ml de [Metil’H]timina) y timina no-radioactiva para alcanzar

una concentración final de 0.032 uM. Cuando el cultivo adquirió una densidad óptica de 2.0 a

650 nm, se le agregó cloramfenicol 150 ug/ml concentración final y se continuó la incubación

durante l6-20 hr más. El cultivo fue enfriado y centrifugado a 4°C, el pellet lavado con buffer

TE (Tris lO mM, pH 7, EDTA l mM) y resuspendido en 2.5 ml de Tris-HCl 50 mM, pH 8,

conteniendo sacarosa 25 96. Luego de ello. se agregó 0.5 ml de lisozima lO mg/ml recién

preparada, y se incubó 5 min en hielo. Entonces, se agregó 4 ml Brij-58 l %, deoxicolato de

sodio 0.4 96, EDTA 63 mM, Tris-HC! 50 mM pH 8. El lisado fue centrifugado a 30.000 rpm

durante 30 min a 16°C. El sobrenadante fue diluido con buffer TE para obtener un volumen de

8 ml, sometido a agitación en un Vortex durante 60 seg, mezclado con 8 g CsCl y 0.9 ml

bromuro de etidio lO mg/ml y centrifugado a 37.000 rpm durante 36 hr a 20°C. La banda de

ADN superhelicoidal, que es visible cuando se la ilumina con luz ultravioleta, fue extraída con

una jeringa. El bromuro de etidio fue extraido mediante 4 lavados con isopropanol 50 % en

solución saturada de CsCl en Tris 50 mM 50 %, y el ADN fue dialisado contra Tris-HCI lO mM

pH 8, NaCl lOOmM y luego contra buffer NT (NaCl IO mM, Tris-HCl l mM, pH 8).

La concentración del ADN fue determinada con el colorante Hoescht 33258 (Brunk et al,

1979; Cesarone et al, l979). El plasmido lineal fue preparado mediante la digestión del

plasmido superhelicoidal con EcoRl (New England Biolabs), KpnI (BRL) o Pvull (BRL)

siguiendo las instructiones del proveedor respectivo. El ADN lineal y los fragmentos de

restricción fueron purificados mediante electroforesis en geles de l % agarosa y electroelución.

El ADN carrier fue purificado de cultivos de células receptoras mediante el procedimiento

descripto por Hughes et al (1978): las células fueron tripsinizadas, centrifugadas, lavadas dos

veces con NaCl l40 mM, KCl 5 mM, glucosa 5.5 mM, Tris 25 mM pH 7.4 y resuspendidas en



STE (NaCl 100 mM, Tris 20 mM pH 7.4, EDTA lO mM). Se agregó dodecilsuliato de sodio

(concentración final 0.5 96), pronasa (precalentada a 37°C durante 120 min, concentración final

0.5 mg/ml) y RNAsa A pancreática (precalentada a |00°C durante lO min, concentración final

0.l mg/ml) y el lisado fue incubado a 25°C durante 24 hr. Luego el ADN fue extraído con un

volumen igual de fenol : cloroformo : alcohol isoamílico (25:24:!) dos veces. La fase acuosa fue

dialisada extensivamente contra buffer NT.

lrradiacióu a 254 nm.

El ADN del plasmido en solución en unos 200 pl de buffer NT fue colocado en una

placa de Petri; las irradiaciones fueron llevadas a cabo mientras cada muestra era agitada

suavemente sobre una plataforma rotatoria (Eberbach Co.) para asegurar que el ADN fuera

irradiado uniformemente. La lámpara germicida utilizada (General Electric G15T8, 15 Watts)

emitió 0.75 J/mz/segundo a una distancia de 63 cm. La dosis fue medida con un fotómetro

germicida lL254 (International Light).

lrradlaclón fotosensibillzada.

ADN del plásmido fue irradiado en buffer sensibilizante (buffer de fosfato de sodio l0

mM pH 7.8, con acetofenona 3 mM y NOSAg lO pM; Rahn, 1983). La acetofenona fue diluída

en etanol 95 % justo antes de agregarla al buffer. El ADN fue colocado en una cubeta de

cuarzo que fue cubierta con Parafilm y gaseado con nitrógeno mediante burbujeo a traves de un

tubo capilar durante l5 min previos a la irradiación y durante la irradiación con una lámpara de

mercurio de alta presión (Universal Light Source). La luz fue filtrada a traves de un filtro

absorbente de calor (Rolyn Optics) y un filtro de interferencia con transmisión máxima a 313

nm (Ealing Corp.).

Determinación del contenido de dlmeros de plrimidlna.

Se utilizaron distintos métodos:



(a) cromatografía en capa delgada en una dimensión (Reynolds et al. l980). El ADN del

plásmido marcado con [Metil’H1timina fue disuelto en 0.2 ml de acido fórmico 98 %, sellado en

tubos de ignición (Corning) e hidrolisado a l80°C durante 45 min; la muestra fue desecada,

resuspendida en lO pl de agua y aplicada sobre una placa de sílica gel G/UV254 (Brinkmann

Instruments) de a un pl por vez. Los cromatogramas fueron desarrollados a temperatura

ambiente con lOO ml de solvente [la fase organica formada al mezclar acetato de etilo :

n-propanol : agua (4:1:2)] hasta que éste hubo ascendido lO cm. Los carriles que contenían las

muestras fueron cubiertas con cinta autoadhesiva transparente, las fracciones de 0.5 cm fueron

marcadas con lápiz, recortadas y separando la cinta adhesiva de cada porción de placa, colocadas

(ambas cinta y placa) en viales. Cada fracción fue disuelta en l ml de agua y mezclada con lO

ml de liquido de centelleo para determinar la radioactividad respectiva. El número de dímeros

fue calculado en base al porcentaje de los mismos en la muestra.

(b) análisis en gradientes de sacarosa alcalinos. Los plásmidos marcados con

[Metil3H1timina fueron linealizados con Eco RI, irradiados y digeridos con la endonucleasa V de

T4, una enzima específica para los dímeros de timina (Friedberg, l972; Umlas et al, 1985). A

cada muestra se le agregó 10 N NaOH para obtener una concentración de 0.5 N. Luego de 5

min las muestras fueron aplicadas sobre gradientes lineales preformados de sacarosa 5-20 %,

NaCl 0.7 M, NaOH 0.3 N, EDTA l mM y centrifugadas durante 5 hr a 45.000 rpm a 20°C. 30

fracciones de lO gotas cada una fueron recolectadas en tiras de papel Whatman Nn l7, que

fueron lavadas con ácido tricloroacético (TCA) 5 % durante lO min, etanol 95 96 durante lO min

y acetona durante 2 min, y luego secadas bajo una luz infraroja. La radioactividad de cada

fracción fue determinada, y el número de incisiones por molécula de plásmido fue calculado

comparando el peso molecular promedio (Mn) del ADN digerido con la endonucleasa V con el

del plasmido lineal no tratado (Sarasin y Hanawalt, 1980).

(c) insición del plásmido superhelicoidal con la endonucleasa V de T4 y análisis mediante
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electroforesis en geles de agarosa a pH neutro. Para las dosis de UV que producen hasta 3 SlllOS

sensibles a la endonucleasa V por molécula del plásmido, se utilizó la fórmula de Poisson para

calcular el promedio de dímeros por molécula de ADN (x). a partir de la fracción de moléculas

resistentes a la endonucleasa (e'x), que permanecen superhelicoidales (forma l), mientras que las

moléculas con una o más incisiones son convertidas en circulos abiertos (forma II) que poseen

una mobilidad electroforetica distinta. El ADN radioactivo fue sometido a electroforesis en

geles de agarosa l % en buffer Tris-acetato (Tris-acetato 0.04 M, EDTA 2 mM; Maniatis et al..

1982) a 100 V. Luego de teñir el ADN con bromuro de etidio l ¡tg/ml, las bandas de las formas

I y II del plásmido fueron visualimdas con luz UV, cortadas del gel, colocadas en viales,

disueltas en 0.1 ml HCI l N a lOO°C durante el tiempo suficiente para fundir la agarosa,

mezcladas con 3 ml de lnstagel (Packard) y la radioactividad de cada fracción fue determinada

en un contador de centelleo líquido (Seawell y Ganesan. 1981).

Para las dosis que producen entre 5 y 20 sitios por molécula, el contenido de dímeros fue

calculado a partir de la fracción de moléculas superhelicoidales convertidas a la forma lineal

(forma lll) por la endonucleasa V. Estas moléculas lineales resultan cuando 2 o más incisiones

ocurren muy próximas entre si y opuestas, en ambas cadenas complementarias del ADN

bicatenario (Lam y Reynolds. l986a, b). El número de cortes bicatenarios (x) fue calculado

sobre la base de la fracción de moléculas de plásmido convertidas a la forma III (x . e'x). Se

construyó una curva de calibración comparando el número de cortes bicatenarios producidos por

la endonucleasa V, con el contenido de dímeros de pirimidina, calculado mediante el método

cromatográfico descripto previamente en (a), en las mismas muestras. Esta curva fue utilizada

para estimar el número de dímeros en otras muestras de plásmidos irradiados y analizado en

geles. Por ejemplo, cuando el pSVZ-gpt fue irradiado con UV de 313 nm en condiciones

fotosensibilizantes, 22 incisiones por la endonucleasa, que resultaron en -l corte bicatenario por

molécula, equivalieron a la conversión del 37 96del ADN a la forma lineal.
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Las 3 formas del ADN del plásmído (superhelicoidal. circulos relajados o lineal; formas

l, Il y lll respectivamente) fueron separadas mediante electroforesis en geles de agarosa l % en

buffer Tris-acetato. Los geles fueron teñidos con bromuro de etidio l pg/ml y fotografiados.

La cantidad de ADN en cada banda fue determinada densitométricamente directamente en las

fotografias, con un densitómetro Quick Scan R and D (Helena Laboratories). Se utilizó un

factor de l.4 para corregir la diferencia en afinidad del bromuro de etidio por el ADN

superhelicoidal o relajado. respectivamente (Lloyd et al, 1978).

Sitios apurinicos.

El ADN radioactivo de plásmidos en buffer de citrato de sodio lO mM pH 4, NaCl 100

mM, fue expuesto a una temperatura de 60°C durante diferentes tiempos (Lindahl, l980). Para

determinar el número de sitios apurínicos creados, el ADN fue analizado en gradientes de

sacarosa alcalinos como los que han sido descriptos previamente. o tratado con la endonucleasa

lll de E. coli en EtSH (fi-mercaptoetanol) 1.3 mM, Tris lO mM pH 7.5, EDTA l mM, KC! 0.l

M. Las reacciones fueron incubadas a 37°C durante lo min, detenidas con 0.3 volúmenes de

dodecilsulfato de sodio 5 %, glicerol 30 %, EDTA 0.] M y azul de bromofenol 0.05 96 y

analizado en geles de agarosa neutros como los previamente descriptos para dímeros de

pirimidinas (Katcher y Wallace, 1983). El número de incisiones fue calculado sobre la base de

la fórmula de Poisson.

Glicoles de timina.

El plásmido superhelicoidal en buffer TE fue incubado a 65°C durante 2-4 min, tratado

con OsO4 (0.0l-l.00 %) durante S min a 65°C, y dejado enfriar hasta alcanzar la temperatura

ambiente (modificado de Katcher y Wallace, 1933). El exceso de OsO4 fue eliminado mediante

una diálisis prolongada contra buffer TE. El número de lesiones fue determinado mediante el

tratamiento con la endonucleasa lll de E. coli como ha sido descripto para sitios apurinicos, o

mediante el método de ELISA (ensayo inmunoadsorbente ligado a una enzima), utilizando un
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anticuerpo monoclonal contra glicoles de timína en ADN. Las placas de microtitración

(Dynatech) fueron incubadas con 20 pg de sulfato de protamina en cada cavidad durante 90 min

a temperatura ambiente. Se adsorbieron 0.05 ug de ADN tratado o no con Os04, en 0.05 ml de

buffer de fosfato salino (PBS. NaCl 160 mg/ml, KCl 4 mg/ml, NazHPO4 18.3 mg/ml, KH2P04

4 mg/ml) a 37°C durante 16 hr. Las placas fueron lavadas 3 veces con Tween 20 0.05 %, suero

de caballo inactivado al calor l 96 en PBS (PBS-T-Hs), e incubadas con PBS con l 96 suero de

caballo inactivado, durante 4 hr a temperatura ambiente. Luego de 3 lavados con PBS-T-Hs,

0.] ml de fluido ascítico o sobrenadante de células productoras del anticuerpo monoclonal

anti-glicoles de timina fueron agregados a cada cavidad, y las placas fueron incubadas a 37°C

durante 90 min. Luego de 3 lavados con PBS-T-Hs, las placas fueron incubadas a 37°C durante

90 min con 0.l ml de fosfatasa alcalina conjugada a la lgG anti-ratón de conejo en cada

cavidad. Luego de 3 lavados con PBS-T-Hs, se agregaron 0.2 ml de p-nitrofenilfosfato l mg/ml

en glicina lOOmM, MgC12 l mM, ZnCl2 l mM, pH 10.4. Luego de una incubación a 37°C

durante l-2 hr, el p-nitrofenol producido fue medido mediante su absorción a 405 nm (Leadon

y Hanawalt, 1983).

Entrecruzamientos intercatenarios ADN-ADN.

El ADN plasmídico fue linealizado con EcoRI, irradiado o no, marcado con [0-32P1dATP

en los extremos mediante una reacción que contenía 2 pl de buffer de transcripción (Tris 0.5 M

pH 7.2, MgSO4 0.] M, ditiotreitol l mM, albúmina de suero bovina 0.5 mg/ml), l pg de ADN,

2 pCi de [a-azP1dATP y una unidad del fragmento Klenow de la ADN-polimerasa de E. coli en

un volumen de 25 ul. Se incubó a temperatura ambiente durante IO min, y se detuvo la

reacción con l pl EDTA 0.5 M (Maniatis et al, 1982). El ADN fue desnaturalizado con NaOH

0.2 M durante 10 min y sometido a electrof0resis en geles de agarosa neutros. Los geles fueron

desecados al vacio y expuestos a peliculas de rayos X. Las fracciones del ADN que migraban

como cadenas mono- o bicatenarias, respectivamente, fueron cuantificadas mediante

densitometria de las radiografías y mediante la radioactividad presente en las regiones

23



respectivas extraídas de los geles (Vos, ¡988). El número de entrecruzamientos por molécula de

plasmido (x) fue calculado sobre la base de la fracción de las moléculas que permanecieron

monocatenarias (e'x).

Fotorreactivación.

La enzima fotorreactivante de Streptomyces griseus fue diluída l:5 en fosfato de potasio

10 mM pH 7, albúmina de suero bovina l mg/ml, fi-mercaptoetanol 5 mM y NaCl 40 mM (Eker

y Fichtinger-Schepman, 1975). La enzima diluída fue combinada con un volumen igual de

ADN en fosfato de potasio lO mM pH 7, NaCl lO mM (Eker, 1980). colocada en una placa de

Petri, cubierta con un vidrio común de ventana para filtrar la luz de < 360 nm, e iluminada con

una lámpara de luz blanca fría (Sylvania FlST8) durante 45 min. Para prevenir la

fotorreactivación por las luces ambientales, las reacciones se llevaron a cabo en laboratorios

provistos con luces amarillas.

Tratamiento con N-acetoxi-Z-aminofluoreno (NA-AAF).

El plasmido linealizado fue tratado con [3H1NA-AAF durante 20 min a 37 C’. La droga

no aducida fue eliminada mediante tres extracciones con un volumen de cloroformo, seguidas

por tres extracciones con tres volúmenes de éter. Los aductos en el ADN fueron identificados

mediante la cromatografía líquida de alta presión: el ADN fue mezclado con marcadores

sintéticos (provistos por el Dr. F. Beland) y luego desecado bajo una corriente de N2. Se le

agregó TCA anhidro y fue incubado a 70°C durante 30 min y evaporado bajo N2. La muestra

fue disuelta en metanol 20 96 y analizada utilizando una columna pBondapak Cm (Waters) en un

sistema de cromatografía de gradiente líquido Beckman modelo 322 equipado con un monitor de

UV. Los aductos fueron separados en un gradiente convexo de 20 a 56 96 de metanol en agua

durante 30 min, seguido de un gradiente lineal hasta obtener metanol l00 % en 2 min. Las

fracciones fueron recolectadas a una velocidad de 2 ml/min, y la radioactividad determinada

mediante centelleo líquido. La posición de los marcadores sintéticos fue determinada mediante
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su absorción ultravioleta característica (Leadon y Hanawalt, 1984). La frecuencia de aductos en

cada experimento fue determinada mediante la radioactividad ligada al ADN en cada caso.

Tratamiento con 4’-hidroximetil-4,5’,8-trimetllpsoraleno (HMT).

Las mezclas de HMT tritiado (¡3.2 Ci/mM) y sin marcar en concentraciones de 0.3 a

100.0 ¡ig/ml fueron añadidas a 200 pl de buffer TE que contenía 5 pg de pSVZ-gpt linealizado

con EcoRl. Las alícuotas fueron colocadas en miniplacas e irradiadas con luz UV cercana

emitida por lámparas de luz azul-negra (General Electric FlST8-BLB. l8 Watts) con una

fluencia de ¡.200 J/m2 por min. El HMT que no formó aductos fue eliminado mediante cuatro

extracciones con cloroformo, seguidas por una precipitación con etanol. El ADN fue

resuspendido en 200 pl de buffer TE; una fracción de cada muestra fue re-irradiada con UV

cercana durante 60 min. En cada muestra. el número total de aductos fue calculado a partir de

la radioactividad ligada al ADN; el número de entrecruzamientos fue determinado en geles de

agarosa como fue descripto para los causados con UV de 254 nm.

Transformación.

Las celulas receptoras fueron sembradas en placas de cultivo de lO cm de diámetro (10°

células per placa) y transformadas 24 horas después mediante la coprecipitación con fosfato de

calcio: al ADN a ser introducido se le agregó primero CaCI2 2 M para obtener una

concentración de 0.25 M, y luego l volumen igual de 2 x HBS (NaCl 274 mM, KC! lO mM,

NazHPO4 l.4 mM, dextrosa 12 mM, HEPES 42 mM pH 7). La mezcla se incubó a temperatura

ambiente durante 20 min; se aspiró el medio de cultivo de las placas. se agregó l ml de

coprecipitado, y luego de 20 min se agregó 10 ml de medio de cultivo y se incubaron a 37°C

(Graham y van der Eb, 1976). 4 horas mas tarde recibieron un tratamiento con glicerol: se

aspiró el medio de cultivo de las placas, se agregó 2 ml de glicerol lS % en HBS, que se aspiró

luego de 3 min. Se enjuagaron las placas con 5 ml de medio de cultivo y se incubaron con lO ml

de medio de cultivo (Parker y Stark, 1979). Después de 3 días de incubación en el medio de
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rutina, las células fueron tripsinizadas y resembradas en medio selectivo: 5 x lOs células/placa en

un medio que contenía, además de suero, antibióticos y glutamina, xantina 0.25 mg/ml, ácido

micofenólico 25 ug/ml, aminopterina 2 ¡ig/ml, hipoxantina 15 ¡ig/ml, y timidina lO ¡ig/ml,

(Mulligan y Berg l98la) para seleccionar a favor del fenotipo Gpt+, o 2 x lOIicélulas/placa en

un medio con 400 pg/ml G4l8 (GIBCO) para seleccionar células NeoÏ El medio fue renovado

cada 3-4 días hasta que las colonias fueron visibles (lO-20 días). Las placas fueron lavadas con

NaCl 0.9 96 y teñidas con azul de metileno l 96. La frecuencia de la transformación se expresó

como el número de colonias transformadas por células sembradas originalmente.

Actividad de la fi-galactosidasa.

Las células fueron tripsinizadas, resuspendidas en un medio de cultivo y centrifugadas

durante lO min en una centrífuga clínica; el pellet fue resuspendido en 2 ml de buffer Z

(NazHPO4 60 mM, NaH2P04.H20 40 mM, KCl lOmM, M3804.7H20 l mM; Miller, 1972),

centrifugadas y resuspendidas en l ml de buffer Z . La concentración celular fue determinada

y las células fueron congeladas a -80 °C o procesadas de inmediato de acuerdo al siguiente

procedimiento. A cada tubo conteniendo l ml de células, o l ml de buffer Z para las

reacciones en blanco, se le agregó 0.05 ml de sarkosil ¡0%. Las reacciones fueron incubadas a

37°C durante 5 min. Luego se agregó 0.2 ml de o-nitrofenol 4 mg/ml en buffer de fosfato de

sodio 0.l M, pH 6.8; cada tubo fue tapado, agitado rápidamente e incubado a 37°C. La

duración de la incubación varió entre experimentos y dependiendo de cuánto tiempo llevó para

que la reacción tomara color amarillo; en ese momento se detuvo mediante el agregado de 0.5 ml

de NazCOS. Una reacción en blanco fue detenida al mismo tiempo para compensar por la

degradación espontánea del o-nitrofenol. La absorbancia a 420 nm fue determinada de

inmediato, o bien las muestras fueron mantenidas en hielo. La actividad de la enzima se calculó

a partir de la fórmula:

A x V

.................. -—= pmolesde ONPG/ min/ Célula
TxCxNx4.5x10'°
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en la que A - absorbancia a 420 nm de la reacción - la de un blanco;

V - volumen final de la reacción (ml);

T - tiempo de la reacción (min);

C - volumen de células (ml);

N - número de células por ml;

4.5 x 10’e a absorbancia a 420 nm de l pmol/ml de ONPG.



CAPITULO 1‘

INCREMENTO EN LA TRANSFORMACIÓN DE CÉLULAS HUMANAS POR PLÁSMIDOS

pSV2 IRRADIADOS CON LUZ ULTRAVIOLETA

Introducción

Con el propósito de estudiar la acción de las enzimas de reparación humanas sobre el

ADN de los plásmidos pSV2-gp! dañados, se irradió dicho ADN con luz ultravioleta (UV) y se

lo introdujo en células humanas utilizando una modificación de la técnica de coprecipitación con

fosfato de calcio (Graham y van der Eb, 1973; Parker y Stark, ¡979). En estos experimentos se

emplearon células normales y también células con un sistema de reparación defectuoso,

derivadas de pacientes con xeroderma pigmentosum grupo A (XP-A). Se observó que los

plásmidos irradiados con dosis entre ISO y 200 J/mz a una longitud de onda de 254 nm

produjeron más colonias de células con un fenotipo Gpt+ que los plásmidos controles no

irradiados, en ambos tipos de células, independientemente de su capacidad de reparar lesiones

causadas por la irradiación. Las dosis de UV mayores que 1.000 J/m2 redujeron la actividad

transformadora del plasmido. En este capítulo se presentan los resultados de experimentos que

documentan este fenómeno, y la evaluación de algunas de las explicaciones posibles.

Resultados

La irradiación del ADN de pSV2-gp! con UV antes de introducirlo en las las células

receptoras modificó el rendimiento de células transformadas. Las dosis de UV de hasta

alrededor de 500 J/mz causaron un incremento en la frecuencia de la transformación que resultó

ser proporcional a la dosis (Figura 3). Este incremento fue observado en todos los experimentos

llevados a cabo; generalmente se observó un incremento entre 2 y 5 veces, que en ocasiones

llegó a ser de lO a 20 veces.
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Figura 3. Efecto de la radiación de 254 nm sobre la actividad transformadora de los

plásmidos pSVZ. Los plasmidos pSVZ-gpl (circulos. triángulos) o pSV2-neo (cuadrados) fueron

irradiados con UV y luego introducidos en las células humanas HT-IOBO (círculos, cuadrados) y

XPlZRO-SV40 (triángulos) mediante la coprecipitación con fosfato de calcio. Las frecuencias

de transformación Gpt+ y Neo+ fueron normalizadas con respecto a las obtenidas con ADN no

irradiado. La incidencia de dímeros de pirimidinas fue calculada en los plásmidos irradiados

con dosis < de 50 J/m2 sobre la base del número de incisiones producidas por la endonucleasa V

de T4 y el analisis en geles de agarosa neutros; para las dosis > de 50 J/mz fue extrapolada.
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Se investigaron distintas posibilidades que podrian explicar el incremento en la

frecuencia de la transformación que resulta cuando el plasmido es irradiado con bajas dosis de

UV.

Presencia de ADN "carrier".

Cuando el ADN "carrier", es decir el ADN purificado de las células receptoras, fue

mezclado con ADN de pSV2-gpt en la coprecipitacion con fosfato de calcio, la frecuencia en la

transformación aumentó 2 veces, tanto si el plásmido habia sido irradiado como si no; quiere

decir que la diferencia entre la transformación obtenida con plasmido irradiado o no, se

mantuvo independientemente de la presencia o ausencia de ADN "carrier" (Tabla I). Como

consecuencia, en los experimentos subsiguientes se omitió el agregado del ADN "carrier".

Presencia de ARN en la preparación del ADN de plásmido.

El ADN de pSVZ-gpt tratado para eliminar contaminaciones por ARN bacteriano o

ribonucleótidos (Blair et al, l972) se comportó como el ADN no tratado. Esto indica que la

acción de la radiación UV sobre la eficiencia de la transformación no depende de la presencia

de dichos contaminantes en la preparación del ADN plasmidico (datos no mostrados).

Concentración del ADN de plásmida.

La concentración del ADN de plasmido utilizado en transformaciones fue variada entre

0.05 y lO pg/placa. El número de colonias de células transformadas aumentó en forma

proporcional con la cantidad de plásmido introducido en las células, pero la relación entre el

número obtenido con plásmido irradiado o no, se mantuvo casi constante (Tabla II).

Efecto directo o indirecto de la presencia de lesiones en el plásmido.

Para determinar si el aumento en la frecuencia de la transformación observada con el

plasmido irradiado se debia a un efecto directo de las lesiones del ADN o alternativamente si
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TABLA l

Efecto de ADN “carrier” sobre la frecuencia de la transformación con ADN de pSVZ-gpt.

COLONIAS Gpr*/1o‘ CÉLULAS RECEPTORAS

UV

A +/- B +/- B/A

6 12 2 0

23 3.8 50 4.2 2.2

El ADN de pSVZ-gpl (¡.2 ¡tg/placa) irradiado con 150 J/mz [+] o sin irradiar [-1. fue mezclado

con ADN "carrier" obtenido de células HT-1080 (19 ug/placa) [B] o utilizado sin "carrier" [A].

Las células HT-l080 fueron transformadas por el método descripto en la sección de Métodos.
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TABLA II

Efecto de la concentración de pSVZ-gpt sobre la frecuencia de la transformación.

ADN COLONIAS Gpt*/lo° CÉLULAS RECEPTORAS

¡tg/placa -UV +UV +/

0.1 556 nao 2.12

0.3 1177 2026 ¡.72

1.o ¡572 2293 l.46

3.o 1923 2349 1.22

¡0.o 2043 3302 1.62

El plásmido fue irradiado con ¡50 J/m2 (+UV) o no (-UV) y luego fue introducido en células

HT-1080 mediante la coprecipitación con fosfato de calcio.
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obedecía a un efecto indirecto producido por la presencia de ADN dañado en las células

receptoras, se mezclaron los plasmidos pSVZ-gpt y pSV2-neo en experimentos de

cotransformación. Cantidades iguales de pSV2-gpt sin irradiar y pSV2-neo irradiado o no

fueron coprecipitadas e introducidas en las ce'lulas receptoras. Las colonias Gpt+ y Neo+ fueron

seleccionadas por separado en cultivos paralelos provenientes del mismo cultivo transformado

originalmente. El plásmido sin irradiar produjo aproximadamente la misma cantidad de

colonias resistentes, ya sea Gpt+ o Neo+; la irradiación de pSVZ-neo produjo un aumento de

colonias Neo+, pero no aumentó el rendimiento de colonias Gpt+ (Tabla lll). Estos resultados

indican que el incremento en la eficiencia de la transformación depende del daño al ADN

transformante per se.

Efecto de la linealización del plásmido.

Algunas evidencias indican que en ciertas condiciones, el ADN de plasmido linealizado

es capaz de transformar celulas mas eficientemente que el ADN superhelicoidal (Folger et al,

1982; Linsley y Simin0vitch, 1982). En este sentido es posible que el incremento en la

frecuencia de la transformación observada con el plásmido irradiado pudiera ser el resultado de

la conversión del ADN irradiado a la forma lineal por enzimas en las células receptoras. Para

examinar esta hipótesis, se convirtió el pSVZ-gpt a la forma lineal mediante el tratamiento con

EcoRI, que corta el plasmido en un sitio único, fuera del gen gp! (Figura 2), y luego se

determinó su eficiencia de transformación que se comparó con la de plasmidos irradiados o

intactos. Los resultados indican que si bien la linealización del plasmido con EcoRl incrementó

la transformación, el incremento causado por la irradiación es aproximadamente el mismo en el

plasmido superhelicoidal y en el linealizado (Tabla IV). Este resultado sugiere que el aumento

en transformación observado cuando el ADN es irradiado no se debe a la conversión del

plasmido a la forma lineal dentro de las células transformadas. Cuando el plásmido fue

linealizado con la restrictasa Kpnl, que corta el gen gp: (Figura 2), la eficiencia de la

transformación se redujo considerablemente (Tabla lV). Esto indica que ciertos tipos de daño
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TABLA III

Efecto de lesiones en pSV2-neo sobre la frecuencia de la transformación con pSVZ-gpt.

EXP. CÉLULAS IRRADIACIÓN NEO‘ GPT"

RECEPTORAS

Frecuencia +/- Frecuencia +/

1 HT-IOBO 38 4o

153 4.o 36 0.9

2 HT-Ioso 23 23

129 4.6 13 0.5

2 XPIZRO-SV40 57 ¡9

¡59 2.8 ¡2 0.6

Las células receptoras fueron transformadas con mezclas de pSVZ-gpt (0.5 ¡Lg/placa) sin irradiar,

y pSVZ-neo (0.5 pg/placa) irradiado (150 J/mz) o no como se indica en la tabla. La frecuencia

de células transformadas está expresada en colonias/¡05 células receptoras.
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TABLA IV

Efecto de la linealización sobre la actividad transformadora de pSVZ-gpt.

ADN COLONIAS Gpt*/ lOs CÉLULAS RECEPTORAS

A B B/A

Superhelicoidal 35 126 3.6

Lineal (EcoRI) 60 267 4.5

Lineal (KpnI) 3 5 1.7

El ADN de pSVZ-gpt (1.2 ¡tg/placa), superhelicoidal o linealizado, fue irradiado con UV, 150

J/m2 (B) o no (A), e introducido en células HT-1080.
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en el gen son deletéreos para la transformación. La actividad transformadora residual observada

con pSVZ-gpt-Kpnl pudo ser debida a la actividad de ligasas celulares, que pueden producir

moléculas circulares o concatemeros, ya que los extremos cohesivos no fueron modificados.

Efecto de secuencias deletéreas.

En los experimentos descriptos previamente, se demostró que el incremento en la

transformación requiere que el ADN del plásmido per se contenga lesiones. Quizá este

incremento resulte del daño sufrido por secuencias en el plasmido que son deletéreas y que de

alguna manera reducen la transformación. Las posibilidades incluyen la "secuencia venenosa" de

pBR322 (Lusky y Botchan, 198]), o un fragmento de l21 de pares de bases (bp) localizado en el

gen gpt entre los sitios de restricción de las restrictasas Hindlll y Bgll (Mulligan y Berg, l981b),

u otras secuencias de pBR322 (Yoder y Ganesan, 1983). La “secuencia venenosa" parece no ser

la responsable porque el plasmido pSV2-neo, que no la contiene (Canaani y Berg, 1982), exhibió

un aumento en su actividad transformadora luego de irradiado (Tabla lll). La importancia de la

secuencia de 12] bp en el extremo proximal del gen gpr fue examinada utilizando un plasmido

derivado de pSVZ-gpr, el pSV2-gptA(HindllI-Bgll) que fue construído mediante la deleción de

esa secuencia. La deleción produjo un aumento en la expresión del gen gpt en células de mono

CV-l (Mulligan y Berg, l98lb). En el sistema aqui en estudio, se obtuvieron más colonias Gpt"

con el pSV2-gp1A(HindIIl-Bgll) que con el pSVZ-gpt, y la irradiación con UV aumentó la

transformación con ambos plasmidos (Tabla V), o sea que el efecto de la irradiación no es el de

inactivar esa secuencia en particular. Para eliminar la porción de pSV2-gptA(HindllI-Bgll) que

proviene del pBR322, el plásmido fue tratado con las restrictasas EcoRl y PvuII. Los dos

fragmentos que resultaron fueron separados mediante electroforesis en geles preparativos de

agarosa. El fragmento de 2.9 kbp que contiene el gen gp! y las secuencias del SV40 necesarias

para su expresión fue purificado y utilizado para transformar células XPI2RO-SV40. Los

resultados (Tabla V) indican que la presencia de secuencias del pBR322 no son perniciosas para

la transformación; además, el efecto de la irradiación sobre la transformación fue observado en
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TABLA V

Efecto de secuencias deletéreas sobre la eficiencia de la transformación.

COLONIAS Gpt"’/l0s CÉL. RECEPTORASEXP. CÉLULAS ADN

A B B/A

l HT-1080 pSVZ-gpt 1.6 6.0 3.8

pSV2-gptA(HindIII-Bgll) 2.6 14.6 5.6

2 XPIZRO-SV40 pSVZ-gpt-EcoRl 9.0 28.0 3.]

SV40-gpl (2.9 kb) 3.0 6.0 2.0

Las células receptoras indicadas fueron transformadas con 1.2 ¡tg/placa de pSVZ-gpt o de

pSV2-gplA(HindllI-Bgll) (experimento l) o con cantidades equimoleculares (¡.6 x 10ll

moléculas/placa) del pSVZ-gpt linealizado con EcoRI (0.9 ¡Lg/placa) o con el fragmento

SV40-gpl de 2.9 kb obtenido al cortar el pSV2-gptA(HindIII-Bgll) con EcoRI y Pvull (0.5

¡tg/placa) (experimento 2). El ADN fue irradiado con l50 J/m2 de UV (B), o no irradíado (A).

37



ambos casos independientemente de la presencia o ausencia de las secuencias del DBR322.
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CAPÍTULO 2!

IDENTIFICACIÓN DE LAS LESIONES QUE AUMENTAN LA ACTIVIDAD

TRANSFORMADORA DE LOS PLASMIDOS pSVZ IRRADIADOS CON UV.

Introducción.

En el capítulo l" se describió el aumento en la actividad transformadora de los plasmidos

pSVZ-gpt y pSVZ-neo previamente irradiados y se descartaron algunas de las posibles causas de

dicho fenómeno. En este capitulo se describen los tipos específicos de lesiones en el ADN que

aumentan la transformación. Aunque la mayoría de las lesiones en el ADN producidas por dosis

bajas de UV son los dimeros de pirimidinas, existen otros fotoproductos que pueden ser

responsables del incremento en la transformación. Por ello se utilizaron varios agentes fisicos o

químicos para obtener distintos tipos de lesiones en el ADN de plásmidos. procediéndose a

comparar su efecto sobre la frecuencia de la transformación.

Para evaluar la contribución de los dimeros de pirimidinas, se comparó la actividad

transformadora de plasmidos irradiados con UV, con la de aquellos en los que los dimeros

fueron reparados antes de la transformación a traves de la fotorreactivación. Ademas, se irradió

el ADN de plasmidos a 3l3 nm en condiciones fotosensibilizantes. que produce casi

exclusivamente dimeros de timina (Rahn et al, 1974; Rahn, 1983). Se estudió además el efecto

de un fotoproducto menor de la radiación de 254 nm, los glicoles de timina, tratando el ADN in

vitro con 0504, que produce selectivamente este tipo de lesión. Tambien se estudiaron los sitios

apurínicos e incisiones que pueden producirse como lesiones secundarias en los plásmidos,

después de haber sido introducidos en las células receptoras.

La irradiación de las células receptoras, en lugar de los plasmidos, tambien aumenta la
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frecuencia de la transformación(Debenhamy Webb, Nagataet al, van Duín El al,

1985; Postel, 1985). Sin embargo, el efecto letal de la irradiación sobre las células limita la

gama de las dosis de UV que pueden utilizarse, y complica la interpretación de los resultados.

Por lo tanto. el estudio se ha limitado a la transformación de células intactas con plasmidos

dañados.

Resultados

Dímeros de pirimidinas. Estas lesiones son las más frecuentes en ADN irradiado con

dosis moderadas de UV de 254 nm. El rendimiento de dímeros de pirimidinas, medido

mediante la cromatografía en capa delgada, fue aproximadamente lineal con respecto a la dosis

de UV de hasta alrededor de l.000 J/m2 (Figura 4). Dentro de esta gama de dosis. 3 % de las

timinas en pSVZ-gpr fueron convertidas en dímeros por cada J/mz. Esto corresponde a 0.06

dímeros/molécula de pSVZ-gpl/J/mz, teniendo en cuenta que el plásmido posee 2804 residuos de

timina/molécula y suponiendo que la relación T<>T : T<>C : C<>C - 59 : 34 : 7, calculada para

E. coli (Setlow y Carrier, 1966), es válida para pSVZ-gpt. Esta suposición se basa en que un 64

% de las secuencias del plásmido derivan de E. coli o de pBR322, y que su composición es

similar a la de E. coli (-25 % timina). El valor obtenido es similar a la frecuencia de sitios

sensibles a la endonucleasa V de T4 (Spivak et al, 1984; figura l).

Para estudiar el efecto de los dímeros de pirimidinas sobre la actividad transformadora

de los plásmidos, se utilizó la enzima fotorreactivante de S. griseus, obsequio del Dr. A. P. M.

Eker. El tratamiento con la enzima fotorreactivante y luz visible convierte 97 % o más de los

dímeros de pirimidinas en las bases originales, de manera que el ADN resulta resistente a la en

donucleasa V de T4 (Figura 5 A); como consecuencia, el rendimiento de colonias transformadas

se reduce (Figura 5 B). Este resultado indica que los dímeros de pirimidinas contribuyen en

gran parte al incremento en la transformación causada por la UV. tanto en células normales

como en células de XP. Resultados similares fueron obtenidos por van Duin et al (1985).
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Figura 4. Conversión de timinas a dímeros pirlmidinn-timina en función de la dosis de

UV de 254 nm. Los dímeros de pirimidinas que contienen timina fueron cuantificados mediante

la cromatografía en capa delgada. Los distintos símbolos representan tres experimentos

realizados por separado.
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Figura 5. Fotorreactlvaclón de dímeros de pirimldlnas en pSV2-gpt irradiado con UV.

(A) Gel de agarosa 1% en el que se demuestra la reparación de los dímeros de pirimidinas

mediante el tratamiento con enzima fotorreactivante y luz visible. El plásmido fue irradiado con

l00 J/mz o no (UV), incubado con enzima fotorreactivante o no (PRE) e iluminado o no con luz

visible (LUZ). La presencia de dímeros de pirimidinas en el ADN fue determinada mediante la

digestión con la endonucieasa V de T4 (ENDO). (B) Efecto de la fotorreactivación sobre la ac

tividad transformadora de pSVZ-gpt. El ADN de los plasmidos fue irradiado o no, fotorreac

tivado (enzima fotorreactivante + luz, símbolos blancos) o no (enzima fotorreactivante - luz,

símbolos negros). La frecuencia de colonias Gpt" fue normalizada con respecto a la obtenida

con ADN sin irradiar o fotorreactivar: 53/ lO5 células para HT-l080 (círculos) y 6/105 células

para XPlZRO-SV40 (cuadrados).
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La irradiación con UV cercana (313 nm) en condiciones fotosensibilizantes produce

dimeros de timinas casi exclusivamente (Rahn. ¡983; Umlas et al. 1985). Cuando el pSVZ-gpl

fue irradiado con UV cercana en buffer con iones de plata y acetofenona, y en una atmósfera

de nitrógeno, se obtuvieron más colonias Gpt" que con el plásmido no irradiado (Tabla VI). El

incremento de la actividad transformadora de pSV2-gpt que contiene dimeros de timina

producidos por la irradiación fotosensibilinnte fue similar al obtenido con pSV2-gpt que

contenía una cantidad equivalente de dimeros de pirimidinas producidos por UV lejana (254

nm).

Los resultados de los experimentos de fotorreactivación y fotosensibiliución indican que

los dimeros de pirimidinas son las lesiones principalmente responsables por el efecto de la UV

sobre la transformación; pero no descartan por completo la posibilidad de que haya otras lesiones

que puedan aumentar la actividad transformadora de los plasmidos.

Otros fotoproductos. Altas dosis de UV de 254 nm pueden reducir la actividad transfor

madora de pSVZ-gpt (Figuras 3 y l7). El rendimiento de dimeros de pirimidinas alcanza un

plateau cuando la dosis de UV llega a los 4.000 J/m’ o mas (Figura 4), mientras que otras

lesiones, que incluyen los glicoles de timina (Hariharan y Cerutti. 1977), los fotoproductos (6-4)

(Ikenaga y Jagger. 1971; Wang, l976; Brash y Haseltine, 1982) y entrecruzamientos inter

catenarios ADN-ADN (Marmur y Grossman, l961; Glisin y Doty. 1967) continúan

acumulandose. De estas lesiones, se procederá a describir el análisis de los efectos causados por

los glicoles de timina y los entrecruzamientos intercatenarios.

Para evaluar el efecto de los glicoles de timina sobre la actividad transformadora del

ADN de los plasmidos, se trató el pSVZ-gpt con OsO‘, el cual oxida selectivamente las timinas

en ADN desnaturalizado, generando cis-glicoles de timina (Hariharan y Cerutti, 1974; Teebor et

al, 1982). Se utilizaron dos procedimientos para cuantificar glicoles de timina en ADN tratado
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TABLA VI

Efecto de la irradiación fotosensibilizante sobre la actividad transformadora de pSVZ-gpt.

TRATAMIENTO COLONIAS Gpt*/l05 CÉLULAS RECEPTORAS

HT- ¡080 XPIZBE-SV40

EXP. l EXP. 2 EXP. l EXP. 2

No tratado 18 (1.0) 13 (1.0) lO (1.0) ll (1.0)

UV 254 nm 87 (4.8) 69 (5.3) 17 (1.7) 3] (2.8)

UV 313 nm:

0 min 20 {1.0} 47 {1.0} lO {1.0} 22 {1.0}

20 min 135 {6.8} ll9 (2.5} 29 {2.9} 50 {2.3}

40 min 160 {8.0} 145 {3.1} 26 {2.6} 56 {2.5}

Las células receptoras fueron transformadas con pSVZ-gpl sin irradiar, o irradiado con UV de

254 nm (200 J/m’) o con UV de 313 nm en condiciones fotosensibilizantes. La irradiación con

UV de 254 nm produjo 12 dímeros de pirimidinas por molécula; la irradiación fotosensibilimnte

produjo 0.35 y 0.70 dímeros de timina por molécula de plasmido por min en los experimentos l

y 2 respectivamente. Los números entre paréntesis indican las frecuencias relativas de la

transformación obtenidas con plasmidos irradiados con UV de 254 nm; los números entre llaves

indican las frecuencias relativas obtenidas con plasmidos fotosensibilizados.
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con 0504: incisión por la endonucleasa lll de E. coli (Katcher y Wallace, l983) y un ELISA

utilizando un anticuerpo monoclonal contra los glicoles de timina en ADN (Leadon y Hanawalt,

1983). El tratamiento de pSVZ-gpt con 0.l 96 OsO‘ produce aproximadamente L4 sitios

sensibles a la endonucleasa, y aproximadamente 0.6 sitios sensibles al anticuerpo. Esta

discrepancia puede ser debida a que el anticuerpo reconozca sólo una cierta subclase de glicoles

de timina, o a que la endonucleasa Ill reconozca otras lesiones, además de los glicoles de timina

(Katcher y Wallace, l983; Breimer y Lindahl, 1984). Por ejemplo, la endonucleasa III contiene

una actividad que corta los sitios apurínicos en ADN (Katcher y Wallace. 1983); pero la

diferencia entre los sitios sensibles a la endonucleasa y al anticuerpo no es debida a la presencia

de sitios apurínicos en el ADN tratado con 0504, a juzgar por su resistencia a la endonucleasa V

de T4 que también contiene una actividad cortadora de sitios apurínicos (Gordon y Haseltine,

1980).

Utilizando el anticuerpo específico contra los glicoles de timina. se determinó el

contenido de estas lesiones en el plásmido pSV2-gpl irradiado con UV de 254 nm. La

producción de glicoles de timina resultó ser lineal con respecto a la dosis, y con una frecuencia

de 40 sitios/10° residuos de timina. o 0.ll sitios/molécula de plásmido por cada l.000 J/m’. La

concentración de OsO4 mas alta utilizada produjo 6 sitios sensibles al anticuerpo (o 14 sitios

sensibles a la endonucleasa III); una dosis de UV de aproximadamente 50.000 J/mz sería

necesaria para producir un nivel equivalente de estas lesiones. Este nivel de glicoles de timina

ni aumentó ni redujo el rendimiento de colonias Gpt+ (Tabla VII). Este resultado indica que los

glicoles de timina no son responsables de ningún cambio en la actividad transformadora de los

plásmidos irradiados con UV.

Cuando el plasmido pSVZ-gpt lineal fue irradiado con altas dosis de UV de 254 nm y

analizado en gradientes de sacarosa alcalinos. la mayor parte del ADN se distribuyó en un pico

con un peso molecular promedio (Mn) que decrecía a medida que se aumentaba la dosis de UV.
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TABLA VII

Efecto del tratamiento con OsO4 sobre la actividad transformadora de pSV2-gpt

TRATAMIENTO LESIONES POR COLONIAS Gpt" NORMALIZACIÓN

MOLÉCULA POR IO5CÉLULAS RESPECTO DEL CONTROL

Control 0 62 1.0

UV 12.0 dímeros 193 3.1

OsO¿

0.25 96 1.9 glicoles 5] 0.8

0.50 96 3.3 glicoles 40 0.6

1.00 96 5.9 glicoles 59 0.9

El pSVZ-gpt tratado con OsO4 fue utilizado para transformar células HT-1080. El ADN control

fue tratado exactamente igual, excepto que el Oso‘ fue omitido. El número de glicoles de

timina fue calculado en base al número de sitios sensibles al anticuerpo. Una muestra de ADN

control fue irradiada con 200 J/m’ de 254 nrn (UV).



Este comportamiento es consistente con la producción de sitios sensibles al alcali, O de

incisiones. Además, cuando la dosis de UV aumentaba, se desarrollaba un escalón en el pico, en

una posición que correspondía a un peso molecular aproximadamente doble del de una molécula

monocatenaria no irradiada; este escalón podría contener moléculas compuestas por dos cadenas

de ADN unidas por entrecruzamientos (Figura 6). Para determinar si en las condiciones de

irradiación utilizadas se producen cruumientos intercatenarios ADN-ADN, se desnaturalizó el

pSVZ-gpt lineal y se analizó su comportamiento en electroforesis en geles de agarosa a pH

neutro (Vos, l988). En estas condiciones, el ADN no irradiado migró como una banda en la

posición que corresponde al ADN monocatenario. mientras que el ADN irradiado fue resuelto en

dos bandas, una en la posición de ADN monocatenario y la otra en la del bicatenario (Figura 7

A). El hecho de que cierta proporción de ADN migre en la posición de plasmidos bicatenarios

puede atribuirse a entrecruzamientos que sostienen las dos cadenas de ADN complementarias

juntas durante la desnaturalización. La proporción de ADN que migra en la posición de

plásmido monocatenario se redujo exponencialmente con el aumento en las dosis de UV (Figura

7 B). Utilizando la fórmula de Poisson para calcular el número promedio de entrecruzamientos

por molécula de plasmido a partir de la fracción de ADN que permaneció libre de lesiones, se

estimó que cada l.000 J/ma producen 0.4 entrecruzamientos. A causa de la prevalencia the otras

lesiones en ADN irradiado con UV de 254 nm. no se pudo evaluar la contribución de los

entrecruzamientos intercatenarios ADN-ADN causados por la UV, a la actividad transformadora

del ADN de plasmidos. Más adelante se analizará el efecto de los entrecruzamientos

intercatenarios producidos por otros agentes tales como los psoralenos.

Lesiones secundarias. Cuando los plásmidos dañados son introducidos en las células

receptoras, ciertas lesiones secundarias podrían aparecer en el ADN de los plasmidos como

resultado de la actividad de enzimas celulares. Por ejemplo, algunas lesiones en el ADN pueden

ser transformadas en sitios apurínicos espontáneamente o debido a la acción de glicosilasas del

ADN (Lindahl, 1980). Algunas lesiones. incluyendo los sitios apurínicos, pueden ser reconocidas
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Figura 6. Efecto de la UV sobre la sedimentación de pSVZ-gpt en gradientes de sacarosa

alcalinos. El ADN de pSVZ-gpt marcado con 1‘C fue linealizado con EcoRI, irradiado con UV

de 254 nm (cuadrados, 0 J/m’; triángulos, 4.000 J/m’; círculos, 8.000 J/mz) y centrifugado en

gradientes de sacarosa alcalinos, descriptos en la sección de Métodos, a 45.000 rpm durante 3 hr.

Las fracciones han sido numeradas del fondo al tope de cada gradiente.
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Figura 7. Producción de entrecrunmlentos lntercatenarlos en el plásmldo pSVI-gpt

lrndlado con UV de 254 nm. (A) Autoradiografia de un gel de agarosa que demuestra

entrecruzamientos intercatenarios en el pSVZ-gpl lineal marcado con 32P, como función de la

dosis de UV. Carril l: ADN nativo; carriles 2-7: ADN desnaturalizado después de ser irradiado

con 0, 1.4, 2.8. 4.2. 5.6 y 7.0 kJ/m’ respectivamente. El ADN sin entrecruzamientos fue

convertido en la forma monocatenaria por la desnaturalización mientras que el ADN que

contenía por lo menos un entrecruzamiento por molécula migró como bicatenario. (B)

Representación de la fracción del pSV2-gpt que migra como monocatenario, luego de ser

desnaturalizado, y del número promedio de entrecruzamientos por molécula de plásmido, en

función de la dosis de UV.
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por endonucleasas específicas que producen incisiones en esos sitios.

Para determinar si los sitios apurínicos podían incrementar la actividad transformadora

de los plásmidos, se generaron sitios apurínicos en el plasmido pSVZ-gpr mediante un

calentamiento en buffer acido. Los resultados, que aparecen en la Tabla VIII, demuestran que

la frecuencia de la transformación en celulas PIT-1080 no fue afectada por la presencia de sitios

apurínicos en el plasmido, mientras que se observaron mas celulas transformadas con plasmidos

que contenían una cantidad equivalente de dímeros de pirimidinas. Cuando se extendió el

tratamiento hasta obtener 32 sitios apurínicos por molécula de plasmido, o cuando se trató el

ADN que contenía sitios apurínicos con la endonucleasa III de E. coli para producir una incisión

en cada sitio. la frecuencia de la transformación se redujo significantemente (datos no

presentados).

Para evaluar el efecto de las incisiones especificas en los dímeros de pirimidinas sobre la

transformación, se trató el pSVZ-gpt irradiado, con la endonucleasa V de T4. la cual corta al

ADN en los dímeros de pirimidinas pero no los elimina (Yasuda y Sekiguchi, 1970; Friedberg y

King, 1971; Gordon y Haseltine, 1980). El efecto de la irradiación no fue alterado por el

tratamiento con la endonucleasa V, aunque pudo observarse que la presencia de la enzima redujo

la actividad transformadora de los plásmidos irradiados y no irradiados. Estos resultados fueron

similares en células normales y en células de XP-A (Tabla IX).



TABLA VIII

Efecto de los sitios apurínicos sobre la actividad transformadora de pSVZ-gpt

ADN LESIONES POR COLONIAS Gpt‘VlO6 CÉLULAS RECEP’I‘ORAS

MOLÉCULA

EXP. l EXP. 2

No tratado 0 556 (1.0) 41] (1.0)

UV 9.0 3296 (5.9) 2732 (6.6)

Tratado 0 min 0 543 (1.0) 313 (0.8)

15 min 1.5 679 (¡.2) 509 (l.2)

30 min 3.0 607 (LI) 305 (0.7)

60 min 6.0 679 (1.2) 241 (0.6)

120 min 12.] 496 (0.9) 239 (0.6)

El plasmido pSVZ-gpt no tratado, fue irradiado con UV de 254 nm (150 J/mz) o tratado con

calor y acido, e introducido en células HT-l080. La irradiación produjo 9.0 dímeros de

pirimidinas/molécula de plásmido; el tratamiento con calor y acido produjo 0.] sitios apurínicos

y 0.005 incisiones/molécula de plásmido/min. Los números entre paréntesis indican las

relaciones entre las frecuencias de la transformación obtenidas con el plásmido tratado en

relación a las obtenidas con el plásmido no tratado.
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TABLA IX

Efecto del tratamiento de pSVZ-gpt con la endonucleasa V de T4 sobre su actividad

transformadora.

CÉLULAS DOSIS DE UV COLONIAS Neo"/10° CÉLULAS

J/m’ - ENDONUCL. + ENDONUCL. -/+

HT-1080 o 27 (1.0) 13 (1.0) 2.1

200 179 (6.6) ¡02 (7.a) 1.3

400 139 (7.0) IOS (3.1) 1.a

XPIZRO-SV40 o 24 (1.0) 9 (1.0) 2.7

200 l36 (5.7) 42 (4.7) 3.2

400 105 (4.4) 44 (4.9) 2.4

El plásmido pSVZ-neo fue irradiado o no, incubado durante 30 min a temperatura ambiente en

NaCl l00 mM, EDTA lO mM, Tris 10 mM pH 8, BSA 0.2 ug/ml con o sin endonucleasa V de

T4, e introducido en las células receptoras indicadas. Los números entre paréntesis indican las

frecuencias de la transformación obtenidas con plasmido irradíado, relativas a las obtenidas con

plasmido no irradiado.
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CAPÍTULO 3|

EFECTO DE LA IRRADIACIÓN DEL ADN DE PLÁSMIDOS SOBRE LA EXPRESIÓN

TRANSITORIA.

Introducción

Cuando los genes contenidos en los plásmidos están flanqueados por secuencias que

permiten su expresión. como promotores. señales de empalme y de poliadenilación, la actividad

de las enzimas codificadas por esos genes puede ser medida en extractos de las células

receptoras. Una posibilidad para explicar el aumento en la transformación observada cuando el

ADN de plásmidos es dañado con UV, es que la irradiación cause un aumento en la actividad de

las enzimas codificadas por el plásmido, que a su vez aumentaría la probabilidad de las células

de sobrevivir las condiciones selectivas y formar colonias. Se decidió por ello estudiar el efecto

de la irradiación sobre la expresión transitoria de los genes portados por los plasmidos. Con ese

propósito, se analizó la actividad de la fl-galactosidasa. una enzima codificada por el gen lacZ

de E. coli. El plásmido pGA293 derivado de pGA29l, fue construido mediante la inserción en

el pSV2-gpt de un fragmento de ADN de E. coli que incluye la región de los genes tufB y IacZ.

Este fragmento fue insertado a continuación del promotor de SV40 y causó la interrupción del

gen gpt, resultando en la inactivación de gpt (An et al, 1982; Figura 8). El ensayo para la

actividad de la fl-galactosidasa se basa en su capacidad de hidrolizar

o-nitrofenil-fi-D-galactósido (ONPG) con producción de galactosa y o-nitrofenol. La

concentración del o-nitrofenol, que es amarillo. se midió a 420 nm.

Resultados

Para determinar las condiciones óptimas del ensayo de la acción de la UV sobre la

expresión transitoria, se realizaron experimentos en los que se midió la expresión de la
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Figura 8. Mapas de los plásmidos pSVZ-gpt, pGA293 y pZH-l. El pZH-l fue

construido a partir del fragmento PvuII-BamHl que contiene el gen gpt de pSVZ-gpt y el

fragmento BamHI-Bglll sin gp! de pGA293. Las regiones sombreadas indican las secuencias del

pBR322; las regiones negras, secuencias del SV40; las regiones blancas, el gen gpt y las regiones

rayadas, los genes ru/‘By lacZ.
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fi-galactosidasa en relación a la cantidad del pGA293 introducida en las células. La figura 9

indica que concentraciones entre l.0 y 2.6 pg de ADN/placa resultan en actividades

suficientemente altas como para ser medidas, y en una relación lineal respecto de dichas

concentraciones. Tambien se estudió el curso de la reacción con respecto al tiempo transcurrido

entre la transformación y la cosecha de las células para preparar los extractos. Esta actividad

comienza a ser evidente a las ¡2 horas después de la transformación, y alcanza un máximo entre

las 24 y las 48 horas (Figura lO). En células no permisivas (ver capítulo 5°), en que los

plasmidos no son duplicados. la actividad luego decrece hasta ser casi imperceptible.

posiblemente debido a la pérdida o degradación de los plasmidos que no se han integrado en el

ADN de las células, las que son cultivadas en medio sin agentes selectivos. de manera que las

células que han integrado plasmidos no poseen ninguna ventaja y son gradualmente diluidas.

Para estudiar el efecto de la irradiación de pGA293 sobre la expresión de la

fl-galactosidasa en células ¡{T-1080. se trató el ADN del plasmido con dosis de UV entre 200 y

2.000 J/m’, y luego de ello se lo introdujo en las células receptoras mediante la coprecipitación

con fosfato de calcio. Los extractos fueron preparados 48 horas despues de la transformación.

La irradiación causó la inactivación de IacZ, siendo la misma proporcional a la dosis de UV

(Figura l l).

Es posible que la diferencia en las respuestas a la UV obtenidas con la transformación

estable con pSVZ-gpt descripta en el capitulo lg y la expresión transitoria con pGA293 se

debiera a alguna diferencia en la manera en que estos dos plásmidos son procesados en las

células receptoras. Por ello se decidió construir un plásmido en el que ambos genes, lacZ y gpt,

puedan ser expresados. El plasmido pGA293 fue tratado con la restrictasa Bglll, los extremos

cohesivos fueron rellenados mediante el tratamiento con la ADN-polímerasa de T4, y luego de

una restricción con BamHI, el fragmento mayor fue separado en un gel de agarosa y purificado.

El pSVZ-gpt fue tratado con las restrictasas Pvull y BamHl y el fragmento menor que contiene
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Figura 9. Actividad de la fi-galactosldasa en función de la concentración de pGA293.

Las células HT-IOSO fueron transformadas con varias cantidades de pGA293, cosechadas luego

de 48 horas, y analizadas para determinar la actividad de la fi-galactosidasa. Los simbolos

representan datos de tres placas analizadas independientemente para cada cantidad de plásmido.
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Figura lO. Actividad de la fi-galactosldasa en función del tiempo. Las células HT-1080

fueron transformadas con 1.3 pg del pGA293 por placa y cosechadas despues de intervalos, entre

12 horas y lO dias. Los símbolos representan datos de dos experimentos independientes.
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Figura ll. Efecto de la lrndlaclón sobre la expresión transitoria de la fi-galactosidasa.

Las células PIT-1080 fueron transformadas con ¡.3 pg de pGA293 sin irradiar o irradiado con

varias dosis de UV. Tres placas de células fueron transformadas por separado para cada dosis.

Luego de 48 horas. las células fueron cosechadas y analizadas como fue descripto previamente.
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las secuenciasde SV4Oy gp! fue purificada y ligado al fragmento mayor de en

condiciones que favorecen el ligado de extremos romos. De esta manera. se reemplazo el gp!

incompleto de pGA293 por un gp! activo. El nuevo plasmido, pZH-l (Figura 8) fue

introducido en la cepa SN554 de E. coli (SN554 proviene de MC1024, que fue modificada por la

Dra. A. K. Ganesan en nuestro laboratorio para eliminar el transposón TnlO y para convertirla

en auxótrofa de timina). Las bacterias transformadas por pZH-l fueron aisladas gracias a su

resistencia a la ampicilina y a su capacidad de metabolizar la X-galactosa en el medio de

cultivo. El pZH-l fue estudiado para confirmar su estructura y tamaño, y transferido a la cepa

HBlOl de E. coli, que mantiene plasmidos en forma mas estable. Una vez caracterizado. el

plásmido pZH-l fue utilizado para transformar células humanas; la actividad de ambos genes.

IacZ y gpt. fue confirmada.

Para estudiar el efecto de la irradiación sobre las actividades que son codificadas por el

pZH-l, se trató al ADN del plasmido con varias dosis de UV hasta l.000 J/m’ y se lo utilizo

para transformar células humanas con sistemas de reparación normales o defectuosos. Las

células transformadas con plasmido irradiado con cada dosis fueron divididas en dos partes: una

parte fue resembrada en medio selectivo para obtener colonias Gpt", mientras que la otra parte

fue lisada y analizada para cuantificar la actividad de la fi-galactosidasa. La frecuencia de la

transformación estable sufrió un aumento dependiente de la dosis de UV e independiente de la

capacidad de las células receptoras de reparar el daño al ADN. de un modo similar al observado

en experimentos con pSVZ-gpt; la actividad transitoria, por el contrario, fue reducida como se

observó con pGA293. Ademas, esta reducción fue mucho mas marcada en células de XP

(Figura 12). Protic-Sabljic y Kraemer (1985) obtuvieron resultados similares con plásmidos que

contienen el gen cat que codifica la acetiltransferasa del cloramfenicol; estos autores

determinaron que un dimero de pirimidinas en el gen es suficiente para inactivarlo en células de

XP. Estos resultados indican que el incremento en la transformación estable observada con

plasmidos irradiados, no se relaciona con un aumento en el nivel de la expresión transitoria en
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Figura 12. Efecto de la irradiación sobre la expresión transitoria y la integración

estable del pllsmido pZH-l. El plásmido pZH-l fue irradiado con varias dosis de UV, o no, e

introducido en células HT-1080 (cuadrados blancos) o XPl2RO-SV40 (cuadrados negros). La

actividad de la fl-galactosidasa fue medida después de 48 horas; una fracción de cada cultivo fue

resembrada en medio selectivo para determinar la frecuencia de colonias Gpt". La frecuencia de

la transformación estable (panel superior) y la actividad de la fl-galactosídasa (panel inferior)

fueron normalizadas con respecto a los valores obtenidos con plásmido sin irradiar.
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las células receptoras. Además, proveen evidencia de que la reparación de plásmidos dañados

puede ocurrir en las celulas receptoras con sistemas de reparación intactas. y que esta capacidad

de reparar el ADN de los plásmidos no afecta la frecuencia de la transformación estable.



CAPÍTULO 4!

FACTORES QUE MODIFICAN LA ESTRUCTURA DEL ADN DE LOS PLÁSMlDOS pSV2.

Introducción

En los capitulos anteriores se analizó el efecto de las lesiones producidas por la UV sobre

la frecuencia de la transformación de células humanas. En este capítulo se describiran algunos

otros aspectos del fenómeno del aumento en la transformación, observado cuando el ADN de los

plásmidos contiene dímeros de pirimidinas.

El estado en que se encuentra la cromatina de las células o de los plasmidos puede tener

cierta significancia en el proceso de la transformación. Cuando las células de mamíferos son

tratadas con butirato de sodio. se produce una gama de respuestas, entre ellas una inducción de

la sintesis de varias proteínas, y un relajamiento en el empaquetamiento de la cromatina. En

particular, el tratamiento con butirato de sodio inmediatamente después de la transformación

incrementa la expresión de genes en plásmidos introducidos en las células, y tambien aumenta el

número de celulas transformadas que sobreviven la selección (Gorman et al, 1983). Existe

evidencia de que los plasmidos necesitan ser transportados al núcleo e incorporados en

estructuras cromatínicas para que sus genes puedan ser expresados; los trabajos de varios

laboratorios apoyan la idea de que la acción del butirato de sodio sobre la transformacion se

debe a su efecto sobre la cromatina. Las observaciones en este trabajo de Tesis podrían ser

explicadas si los dímeros de pirimidinas ocasionaran un efecto similar al del butirato de sodio

sobre la estructura cromatínica de los plásmidos.

Los dímeros de pirimidinas causan distorsiones en la estructura del ADN que pueden ser

substratos de enzimas que reconocen las lesiones per se o las deformaciones en la cromatina que
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ellas causan; estas enzimas, mediante mecanismos como la recombinación, podrian facilitar la

integración de los plásmidos en el ADN celular. Si este fuera el caso. otros tipos de lesiones

voluminosas que causan distorsiones en el ADN de los plasmidos deberian afectar la

transformación de la misma manera. Para evaluar esta idea. se utilizaron dos agentes quimicos,

el N-acetoxi-2-acetilaminofluoreno (NA-AAF) y el 4’-hidroximetil-4,5’.8-trimetilpsoraleno

(HMT), para producir lesiones que distorsionan el ADN del pSVZ-gpt.

Resultados

Efecto del tratamiento de las células receptoras con butirato de sodio

Transformación estable. Para evaluar el efecto del butirato de sodio sobre la

transformación estable de células humanas con plasmidos irradiados con UV de 254 nm, se

introdujo el pSVZ-gpt en las células mediante la coprecipitación con fosfato de calcio; despues

de 4 horas se trató las celulas con glicerol e inmediatamente después con el butirato de sodio

(concentración final 5 mM). Alrededor de 18 horas después el medio fue reemplazado con

medio sin butirato de sodio, y 48 horas después las celulas fueron resembradas en medio

selectivo. El tratamiento con butirato produce una detención casi total de la división celular;

este efecto desaparece cuando la droga es eliminada del medio de cultivo (Parker et al, 1986).

Este elemento fue tenido en cuenta para el cálculo y la comparación de las frecuencias de

transformación obtenidas con celulas tratadas, o no. con butirato de sodio. Los resultados

(Figura l3) indican que el butirato de sodio causa un aumento en la transformación aún mayor

que la irradiación del plasmido con UV, pero que la combinación de ambos tratamientos no

produce un efecto aditivo. sino que el aumento en la transformación es aproximadamente el

promedio entre los observados con cada tratamiento por separado. Estos resultados son

observados en células capaces, o no. de reparar daño al ADN.

Expresión transitoria. El plasmido utilizado para estudiar el efecto del butirato de sodio

sobre la expresión transitoria fue el pGA293 (Figura 8). El ADN del plasmido, irradiado o no,
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Figura l3. Efecto del butlrato de sodio sobre la actividad transformadora del plasmldo

pSVZ-gpr. Las células HT-1080 (punteado) y XPIZRO-SV40 (rayado) fueron transformadas con

l pg de pSVZ-gpt por placa. El plásmido fue irradiado con 200 J/mz o no irradiado. Las

células fueron tratadas o no con butirato de sodio durante 18 horas. y resembradas en medio

selectivo a las 48 horas después de la transformación. La frecuencia de colonias Gpt+, relativa

con respecto a la obtenida con plásmido y células no tratados para cada línea celular, fue

calculada en base al número de células resembradas, para evitar errores debidos a la detención

de la división celular causado por el butirato.
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fue introducido en las células receptoras que fueron subsecuentemente tratadas. o no, con

butirato de sodio como se describió en el párrafo anterior; ulteriormente las celulas fueron

lisadas y los extractos fueron analizados para determinar la actividad de la fl-galactosidasa.

Cuando el plásmido era superhelicoidal el tratamiento con butirato de sodio produjo un

incremento en la actividad de la fl-galactosidasa de más de 7 veces, independientemente de que

el plásmido fuera irradiado o no; el aumento no fue tan pronunciado (solo 2 veces) cuando el

plásmido era lineal (Figura ¡4). La irradiación redujo la actividad de la enzima alrededor de un

50 96 en células que habian sido tratadas, o no, con butirato de sodio. El efecto de cada uno de

estos tratamientos sobre la expresión transitoria de lacZ (aumento con butirato de sodio,

reducción con UV) no es modificado por la aplicacion del otro; el hecho de que estos efectos

sean opuestos indica que el mecanismo por el cual las lesiones producidas por la UV reducen la

expresión, posiblemente porque resultan en bloqueos para la transcripción. no se relaciona en

absoluto con el modo de acción del butirato de sodio, que posee una acción mejoradora

probablemente a traves de una interacción directa con el promotor de la transcripción del SV40

en el plásmido pGA293. El efecto del butirato es mucho menos pronunciado cuando el

plásmido es lineal; esto explica los resultados de Lehmann y Oomen (1985), quienes establecieron

que la actividad de la acetiltransferasa del cloranfenicol cuando el plásmido pSVZ-cat es

irradiado con UV o linealizado, es alrededor del lO 96 de la del plasmido no tratado. En los

experimentos de estos autores. todas las celulas receptoras fueron tratadas con butirato de sodio.

En la presente Tesis se ha determinado que la diferencia entre las actividades de plásmidos

superhelicoidales y lineales no es tan marcada en células no tratadas; es posible que el butirato

de sodio actúe con preferencia sobre la cromatina superhelicoidal.

Efecto de lesiones causadas por agentes químicos

N-acetoxi-2-acetilamino/luoreno (NA-AAF). El ADN del pSV2-gpt fue tratado con

concentraciones de NA-AAF de hasta 100 pM, que produce alrededor de 300 lesiones por

molécula de plasmido. Cuando el ADN tratado con el NA-AAF fue analizado mediante la
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Figura 14. Efecto del butirato de sodio sobre la expresión transltorla de IacZ con el

pGA293 lrrndlado o lineallndo. Las células HT-IOBOfueron transformadas con 1.3 ug de

pGA293 sin tratar, irradiado con 400 J/m2 o lineaiizado con Bglll. Luego del tratamiento con

glicerol, las células fueron tratadas o no con butirato de sodio durante 18 horas, cosechadas 48

horas después de la transformación y analizadas para determinar la actividad de la

fl-galactosidasa, que es expresada en relación al valor obtenido con plásmido y células sin tratar.
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cromatografía líquida de alta presión (HPLC), aparecieron 2 modificaciones principales. el

N-(deoxiguanosin-s-il)-2-acetilaminofluoreno (dG-CS-AAF). y el 3-(deoxiguanosin-Nz-il)-2

acetilaminofluoreno (dG-N’-AAF), en una proporcion de 2 a l aproximadamente. En otros

estudios se ha propuesto que el dG-Cs-AAF causa una distorsión en la estructura helicoidal del

ADN, mientras que el aducto en la posición N’ de la guanina no produce cambios en la

conformación del ADN (Grunberger y Weinstein, l979). Es interesante notar que la primera

lesión es reparada en células de mamíferos in vivo. mientras que la segunda lesión no es reparada

(Kriek, l972; Leadon y Hanawalt, 1984). Cuando el plásmido tratado con NA-AAF fue

introducido en células PIT-¡080, se obtuvieron mas colonias transformadas que con plasmido no

tratado; este aumento dependió de la cantidad de lesiones en el ADN de los plasmidos (Figura

15). El incremento en la transformación se mantuvo por debajo del incremento obtenido con

plasmidos que contenían un número equivalente de lesiones causadas por la radiación de 254 nm

en los mismos experimentos (Tabla X). Cuando el plasmido fue tratado con UV y NA-AAF, el

rendimiento de colonias Gpt+ fue menor que cuando el plásmido fue tratado con UV solamente

(Tabla X).

4’-hidroximetil-4.5'.8-trimetilpsoraleno (HMT). Los psoralenos se intercalan en el ADN

y forman aductos covalentes con pirimidinas cuando la mezcla es expuesta a la UV cercana (360

nm). Estas substancias poseen dos grupos reactivos. de manera que pueden formar aductos en

una de las cadenas de ADN, o, cuando las condiciones son favorables, en ambas cadenas.

creando entrecruzamientos intercatenarios. Cuando el plasmido pSVZ-gpt fue tratado con HMT

e iluminado con una dosis de UV cercana de alrededor de 6.000 J/m’, la mayoria de las lesiones

(94 96) fueron monoaductos; para producir mas biaductos. el HMT libre fue eliminado mediante

tres lavados consecutivos con buffer TE, y el ADN fue irradiado extensivamente con UV

cercana (alrededor de 360.000 J/m’). Este segundo tratamiento convirtió todos los monoaductos

entrecruzables en entrecruzamientos intercatenarios. o biaductos. El maximo que se puede

obtener es de alrededor de 65 96del total de las lesiones (Vos, 1988). Ambos tipos de lesiones,
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Figura 15. Efecto del NA-AAF sobre le actlvldad transformadora del plásmldo

pSVZ-gpt. Las células ¡{T-1080 fueron transformadas con l pg por placa de pSVZ-gpt, tratado

in vitro con varias concentraciones de NA-AAF, o sin tratar. La frecuencia de colonias Gpt+

fue normalizada con respecto a la obtenida con pSVZ-gpt no tratado. Los puntos representan

datos de dos experimentos independientes.
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TABLA X

Efecto del tratamiento con NA-AAF sobre la actividad transformadora de pSVZ-gpt

TRATAMIENTO COLONIAS Gpt"'/105 CÉLULAS RECEPTORAS

EXP. l EXP. 2

No tratado 94 (LO) 8 (1.0)

NA-AAF 146 (1.6) 27 (3.4)

UV 492 (5.2) l37 (17.1)

NA-AAF + UV 376 (4.0) 74 (9.3)

El plásmido pSVZ-gpl fue no tratado, tratado con NA-AAF IO pM, que produjo 30 lesiones por

molécula. o con 200 J/m’ de UV de 254 nm que produjeron 14 dímeros de pirimidinas, o con

ambos NA-AAF y UV, e introducido en células HT-1080. Los números entre paréntesis

indican las frecuencias de la transformación obtenidas con plásmido tratado, relativas a las

obtenidas con plasmido no tratado.



los mono y biaductos. causaron incrementos en la frecuencia de la transformación obtenida con

pSVZ-gpt tratado con HM’I‘y UV cercana en dosis moderadas; estos incrementos son similares a

los que ocurren cuando el ADN del pSVZ-gpt contiene un número equivalente de lesiones

causadas por la UV de 254 nrn (Figura 16). Cuando el número de lesiones fue aumentado. el

incremento en la frecuencia de la transformación se hizo menos evidente; comparando los datos

de las figuras 3 y l6, se concluyó que el nivel de toxicidad de los entrecruzamientos

intercatenarios es mayor que el de los monoaductos de psoralenos, y éstos a su vez son más

tóxicos que los dímeros de pirimidinas.



Figura 16. Efecto de HMT y UV cercana sobre la actividad transformadora del

plásmido pSVZ-gpt. El ADN del plasmido fue no tratado, o irradiado con 150 J/mz de UV de

254 nm (rombo). o tratado con varias concentraciones de HMT y UV cercana (círculos, 94 %

monoaductos). El HMT que no reaccionó fue eliminado de las muestras, las que fueron

re-irradiadas con luz de 360 nm para aumentar la proporción de biaductos con respecto a los

monoaductos (triángulos, 65 96 biaductos). El número de aductos producidos fue calculado a

partir de la cantidad de al-l-HMT ligado al ADN; la frecuencia de entrecruzamientos fue

determinada mediante la electroforesis en geles de agarosa.
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CAPÍTULO sl

FACTORES CELULARES QUE INFLUYEN EN LA ACTIVIDAD TRANSFORMADORA DE

LOS PLASMIDOS pSV2.

Introducción

En los capítulos anteriores se analizó el efecto de las lesiones producidas por la luz UV

sobre la frecuencia de la transformación de células humanas. En este capitulo se estudiarán

ciertos factores que dependen de las propiedades genéticas de las células receptoras.

Se considerara la importancia de la presencia en las células de secuencias homólogas a

secuencias en los plasmidos. que podria resultar en recombinaciones homólogas que aumentarían

la frecuencia de moléculas de plasmidos integradas en el genoma celular.

Otro factor a tener en cuenta es la capacidad de las células de permitir la replicación de

los virus que las infectan. En este sentido ciertas células son completamente permisivas para

ciertos virus, permitiendo la expresión del genoma viral, la replicación del ADN viral, la

producción de particulas virales y ulteriormente dando lugar a la muerte de las células

infectadas. POr otro lado. las células no permisivas sobreviven la infección y no producen

progenie viral; en ellas algunos genes virales son expresados por lo menos temporariamente.

Una tercera clase de células son semipermisivas y poseen caracteristicas mixtas. Por ejemplo las

células humanas son semipermisivas para el SV40: las celulas sobreviven la infección aunque

excretan pequeñas cantidades de particulas virales. La expresión de ciertos genes del virus

produce cambios fenotipicos en las células huéspedes; en particular. aumenta la proporción de

celulas que sufren una transformación morfológica. Por esta razón. la infección con el SV40 ha

sido utilizada a' menudo para inmortalizar cultivos primarios de células humanas.
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La permisividad depende de factores codificados por las células, que son necesarios para

la replicación de los virus. Los estudios de Wobbe et al. (1987) demostraron que la presencia del

complejo ADN polimerasa a-primasa purificada de células permisivas o semipermisivas para el

SV40 (humanas. simias) o el virus polioma (murinas) era necesaria para llevar a cabo la

replicación in vitro de cada uno de esos virus; la interacción entre el complejo enzimática celular

y el virus es altamente especif ica.

Los plasmidos pSV2 contienen secuencias del SV40: el origen de la replicación, el

promotor temprano de la transcripción. y las señales para la poliadenilación y el empalme. El

gen que codifica el antígeno T. necesario para la replicación viral, fue eliminado al construir el

plasmido. Aún así, existe la posibilidad de que haya algún tipo de interacción entre el (los)

factor(es) celular(es) que determinan la permisividad, y las secuencias del SV40 en los plasmidos

pSV2.

Resultados.

Electo de las secuencias homólogos

Se comparó el efecto de la irradiación ultravioleta del ADN de plásmidos pSVZ-gpr sobre

la transformación de varias líneas de células humanas (Tabla XI): 2 líneas normales con respecto

a la reparación, HT-IOBO y VAl3, y 2 líneas con sistemas de reparación deficientes, ambas

derivadas de pacientes con xeroderma pigmentosum grupo A, XPIZRO-SV40 y XPIZBE-SV40.

En todas estas líneas, el ADN de plasmidos irradiados con 150 J/m’ produjeron mas colonias

transformadas que ADN no irradiado. Las comparaciones cuantitativas entre distintas lineas son

difíciles de hacer porque el monto del incremento varió entre experimentos; sin embargo, resultó

claro que no hay diferencias cualitativas entre líneas eficientes y deficientes con respecto a la

reparación. El ADN irradiado con 4.000 J/m’ produjo menos colonias transformadas que

cuando fue irradiado con 150 J/m’, o no irradiado; pero aún esta dosis alta de UV no reveló

diferencias entre celulas con diferentes capacidades para reparar ADN (Figura 17).
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TABLA XI

Caracteristicas de células de distintas especies

CÉLULAS PERMISIVIDAD REPARACIÓN ORIGEN

Humanas:

HT-IOSO semi + ATCC CCL 121

VAl3 semi + Smith y Hanawalt, 1976

XPlZRO-SV4O semi Kleijer et al, 1973

XPIZBE-SV40 semi GM4429B, NIGMS HMCR

Simias:

BSC-l permisivas + ATCC CCL 26

CV-l-P permisivas + Dr. P. Berg.

Marinas:

PGI9 no Jonasson et al. ¡977

Ltk' aprt' no Wigler et al. ¡979

Hamster:

CHO-Kl semi Dr. R. T. Schimke.

V79 semi Dr. A. A. van Zeeland5

‘z Stanford University. Stanford. CA 94305 USA.

5: State University of Leiden. 2300 RA Leiden, The Netherlands.
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Figura 17. Transformación de dlstlntor tipos de células humanas con el plúsmido

pSVZ-gpt lrrndlado con alta dosis de UV. La frecuencia de transformantes Gpt" obtenida con

el plásmido irradiado con las dosis de UV indicadas fue normalizada con relación a la obtenida

con plásmido sin irradiar para cada una de las líneas celulares: ¡{T-1080 (rayado), VAl3

(blanco), XPIZRO-SV40 (cruzado) y XPIZBE-SV40 (negro). Las columnas representan el

promedio de dos experimentos independientes, excepto para XPIZBE-SV40 que fue utilizada en

un solo experimento; el error standard está indicado.
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Todas las células humanas utilizadas fueron transformadas con SV40 para inmortahzarlas.

excepto ¡{T-1080, que proviene de un fibrosarcoma. Los resultados en la figura l7 indican que

la presencia o ausencia de secuencias de SV40 en las celulas receptoras, homólogas a las que se

encuentran en los plasmidos pSV2, no influyen la frecuencia de la transformación.

Efecto de la permisividad

Sobre esta base se decidió estudiar las células con distintas características respecto a su

permisividad para el SV40 y a su capacidad de reparacion del daño al ADN. Se utilizaron

células de roedores, que sobreviven la irradiación con UV como las células humanas, aunque son

mucho menos eficientes para escindir dímeros de pirimidinas (Ganesan et al, 1983).

Recientemente fue demostrado en este laboratorio que estas células reparan dímeros

preferentemente en los genes activos (Bohr et al, 1986; Madhani et al, 1986) y que la cadena de

ADN que es transcripta es reparada mucho mas eficientemente que la cadena complementaria

(Mellon et al. 1987). Tambien se estudiaron células de mono. que son permisivas para el SV40,

y que poseen un sistema de reparación muy similar al de las células humanas (Tabla XI).

Los resultados obtenidos (Figura 18) indican que ni la permisividad para el SV40. ni la

capacidad de reparar o sobrevivir al daño ultravioleta al ADN, ni la especie de origen de las

células son factores que influyen en la respuesta de las mismas a la irradiación de pSVZ-neo; las

variaciones observadas parecen depender de la línea celular utilizada.

Nairn et al. (l988a) obtuvieron resultados similares a los nuestros con células de ovario

de hamster chino (CHO) resistentes (UVR) o sensibles (UVa) a la radiación UV. cuando fueron

transformadas con pSVZ-gpt. Es interesante notar que cuando utilizaron el plásmido pHaprt-l

que contiene un fragmento del gen de la fosforibosiltransferasa de la adenina (APRT) de

hamster, y que no contiene secuencias del SV40, las celulas UVR exhibieron la misma respuesta

que con pSVZ-gpl, pero las células UVs sufrieron una reducción en la frecuencia de la
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Figura 18. Efecto de la Irndlaclón del plásmldo pSV2-neo sobre la transformación de

celulas de distintas especies. El ADN del plásmido fue irradíado con las dosis de UV indicadas,

y luego introducido en células de mamíferos mediante la coprecipitación con fosfato de calcio.

Las células humanas HT-1080 (cuadrados) fueron transformadas al mismo tiempo que las células

de hámster (A: triángulos, CHO-Kl; círculos, V-79); de ratón (B: triángulos, PGl9; círculos,

Ltk'aprt'); y de mono (C: triángulos. BSC-l; círculos. CV-l-P)
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transformación cuando el plasmido había sido irradiado. Estos autores sugirieron que las

secuencias del SV40 en pSV2 pueden potenciar la recombinación. quizá a traves de la

interacción con factores atraídos por la presencia del daño en el ADN del plásmido.

Estos autores también utilizaron el plásmido le, que contiene secuencias del gen que

codifica la quinasa de timidina (TK) del virus herpes simplex tipo l, y que tampoco contiene

secuencias del SV40, para transformar células TK' derivadas de las lineas de CHO resistentes y

sensibles a la UV (Nairn et al, l938b). La eficiencia de la transformación obtenida corroboró

los resultados obtenidos con pHaprt-l. Cuando las células fueron cotransformadas con una

mezcla de dos plasmidos derivados de le que contenían mutaciones distintas en el gen TK, la

eficiencia se redujo 1.000 veces; pero si los plasmidos eran irradiados con dosis moderadas de

UV, se producía un aumento en la transformación en todas las líneas celulares utilizadas.

independientemente de su capacidad de reparar dímeros de pirimidinas. Con dosis mayores de

250 J/m’ la transformación se redujo. y esta reducción fue más marcada en las células UVa que

en las UVR. Estos resultados sugieren que la recombinación entre plasmidos dañados puede

jugar un papel importante en el aumento de la transformación, y que la capacidad de

recombinar el ADN de plasmidos no se relaciona con la capacidad de reparar el daño

ultravioleta en estas células; la diferencia observada con dosis altas de UV probablemente refleja

un limite en el número de lesiones que la maquinaria de la recombinación puede manejar

eficientemente.

78



CONCLUSIÓN

La irradiación de plásmidos quiméricos con dosis bajas de UV produce un incremento en

la actividad transformadora de los plasmidos en celulas humanas. Este incremento en

transformación depende de ciertas alteraciones producidas en el ADN del plasmido por la

irradiación, ya que no afecta la actividad de plasmidos no irradiados introducidos en las células

al mismo tiempo que plásmidos irradiados. El mecanismo por el cual las lesiones producidas por

la UV aumentan la transformación no se conoce. La proporción de colonias transformadas

obtenidas con plasmido irradiado o no irradiado se mantiene casi constante, independientemente

de la concentración de ADN utilizada para la transformación; esto elimina la posibilidad de un

efecto de reactivación de multiplicidad. Ni la conversión de plásmidos superhelicoidales a la

forma lineal, ni la eliminación de secuencias deletéreas, como tampoco la eliminación de ADN

'carrier' o de ARN en la preparación de ADN de plasmido, afectan el incremento en

transformación causado por la UV.

En procariontes. la irradiación con UV no aumenta la capacidad de los virus bacterianas

de formar placas (Defais et al, 1983; Harm, 1963) o su actividad transformadora en bacterias

(Mizusawa et al. 198]; Schmid et al, l982); por el contrario. la actividad biológica de estos virus

se reduce; además, esta reducción es mas acentuada en huéspedes con una capacidad reducida de

reparar daño en el ADN. En eucariontes, el efecto de la UV depende del parámetro que se

tenga en consideración. En estudios de la supervivencia del virus SV40 en células humanas o de

simios. medida como la capacidad de formar placas, la infectividad del SV40 no aumenta con

ninguna de las dosis de UV utilizadas. y es reducida cuando la dosis alcanza a 2.500 J/m’;

además, la supervivencia de estos virus es menor en células de XP que en células con un sistema

de reparación intacto, ya sea humanas o de simios (Abrahams y van der Eb, 1976; Seemayer y

Defendi, 1973). Esta diferencia en supervivencia ha sido atribuida a la incapacidad de las
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células de XP de escindir dímeros de pirimidina. Por otro lado, Seemayer y Defendi (1973)

demostraron que la frecuencia de la transformación oncogenica de células de hamster con el

SV40 aumenta cuando el virus es irradiado con SGO-1.000J/m’. Un efecto similar sobre la

transformación morfológica ha sido descripta en células de XP variante aunque no fue observada

en células de XP-A o normales (Hall y Tokuno, 1979). Estos resultados son cualitativamente

similares a los nuestros. aunque presentan algunas diferencias que dependen de las células

utilizadas como receptoras. La transformación estable de células, ya sea por virus o plasmidos

no replicativos, requiere la integración del ADN exógeno en el genoma celular. Las diferencias

que presentan distintos tipos de celulas en la eficiencia con que son transformadas por virus o

plasmidos irradiados o no, pueden ser una indicación de las diferencias en los procesos celulares

que pueden afectar al ADN exógeno antes o durante la integración.

La capacidad de las células receptoras de reparar dímeros de pirimidina no influye en los

resultados obtenidos: cuando se compararon células humanas con sistemas de reparación de

distinta capacidad. no se encontró una correlación entre la eficiencia con que las células reparan

el daño en su ADN y el aumento en la transformación obtenido con plásmidos irradiados con

UV. En todas las células humanas utilizadas, el plásmido pSV2-gpt irradiado con dosis de UV

de hasta 500 J/m’ produjo mas transformantes Gpt+ que el plasmido sin irradiar. Barbis et al

(¡986) obtuvieron resultados similares con células de xeroderma pigmentosum grupo G y

variante.

La especie de origen o la permisividad para el SV40 de las células receptoras no parecen

ser factores que afecten el aumento en la transformación; ciertas lineas celulares de roedores

exhiben una respuesta disminuida. que puede resultar de una saturación del sistema, ya que estas

celulas tienden a integrar mucho mas ADN que las celulas de primates, y su frecuencia de

transformación es mas elevada (Lehman, 1985; van Duin et al, 1985).



Dentro de la gama de las dosis de UV utilizadas en estos experimentos. el producto

principal de la irradiación es el dímero ciclobutano de pirimidinas; otras lesiones son producidas

en menor proporción. pero también pueden ser responsables por el efecto observado. En células

humanas, el incremento en la actividad transformadora causado por la irradiación del plásmido

pSVZ-gpt con dosis moderadas de UV es debido principalmente a los dímeros de pirimidinas.

La fotorreactivación, que elimina especificamente esas lesiones. redujo la actividad

transformadora de pSVZ-gpt irradiado con UV en células capaces o incapaces de reparar

dímeros de pirimidinas. Utilizando distintos plasmidos, van Duin et al (1985) obtuvieron

resultados similares. Además, se observó que los dímeros de timina producidos por irradiación

con UV de 3l3 nm en condiciones fotosensibilizantes incrementaron la actividad transformadora

de pSVZ-gpr tan efectivamente como un número equivalente de dímeros de pirimidinas

producidos por irradiación con UV de 254 nm.

El efecto de los dímeros de pirimidinas sobre la actividad transformadora de pSVZ-gpt

persistió incluso después del tratamiento con la endonucleasa V de T4, que corta al ADN entre

un dímero y la base vecina, pero no elimina la lesión. Ni los sitios apurínicos, ni los cortes de

cadena simple producidos por esta enzima afectaron el incremento en la actividad

transformadora causada por los dímeros. El conjunto de resultados presentados apoya la idea de

que los dímeros de pirimidinas son necesarios para producir un aumento en la transformación,

ya que su reparación (fotorreactivación) elimina el efecto de la UV sobre la frecuencia de

colonias transformantes obtenida.

Ninguna de las otras lesiones estudiadas, producidas directa o indirectamente por la UV,

que incluyen los glicoles de timina y los sitios apurínicos, aumentaron la frecuencia de la

transformación de células ¡[T-1080. Recientemente, otra lesión causada por la UV, el

fotoproducto (6-4), que afecta pares de pirimidinas en la misma cadena de ADN, ha despertado

el interés de varios grupos de investigadores con respecto a su reparación y a sus efectos sobre
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la mutación y la supervivencia. La frecuencia de esta lesión es mucho menor que la de los

dimeros ciclobutanos de pirimidinas (Mitchell, 1988). El estudio de este tipo de lesión es difícil

debido a que no se dispone de un método especifico para crearla o para detectarla sin que

ocurran lesiones y/o actividades contaminantes.

Aunque dosis moderadas de UV aumentan la transformación, dosis altas pueden

reducirla. En las condiciones aqui descriptas, el nivel de dimeros de pirimidinas en pSVZ-gpr

irradiado alcanzo un plateau con dosis de 4.000 J/ma o mayores, mientras que otras lesiones,

incluyendo los entrecruzamientos intercatenarios, continuaron acumulandose. Entre las lesiones

producidas con UV. no se ha podido identificar ninguna que especialmente disminuya la

capacidad de transformación. Por ejemplo los glicoles de timina producidos mediante el

tratamiento con OsO4 fueron inocuos aún a niveles mas altos que los alcanzados en ADN

irradiado con UV. Los entrecruzamientos intercatenarios no pudieron ser probados por separado

de otras lesiones; sin embargo, por analogía con los entrecruzamientos causados por los

psoralenos, pueden tener un efecto similar al de los dimeros de pirimidinas: aumentar la

transformación cuando el número de lesiones es moderado, y reducirla cuando la dosis aumenta.

En experimentos en los que el plasmido pSVZ-gpt fue reconstruido a partir de

fragmentos que habian sido irradiados o no separadamente, se ha determinado que la presencia

de lesiones en el fragmento que contiene la unidad de transcripción del gen gp! decreció la

actividad transformadora del plásmido, mientras que las lesiones fuera de las secuencias

necesarias para expresar gp! aumentaron la transformación mucho más que el daño distribuido a

lo largo de todo el plásmido (Spivak et al, 1937). Los plasmidos reconstruidos y linealizados de

manera que las secuencias que contenían lesiones estaban localizadas antes, después o a ambos

lados de la unidad de transcripción de gpt, presentaron el mismo incremento en su actividad

transformadora, que fue independiente de la localización de las secuencias activas e inactivas

respectivamente (Leadon et al, 1987). Por lo tanto, el efecto del daño al ADN sobre la actividad
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transformadora de los plásmidos depende no solamente de la naturaleza del daño, sino tambien

de que su localización sea dentro o fuera de la unidad de transcripcion del gen cuya expresión

es necesaria para la supervivencia de las células huespedes en el medio selectivo.

Se analizó además la posibilidad de que el daño en los plasmidos cause un aumento en la

actividad de las enzimas codificadas por ellos, ya sea debido a un aumento a nivel de la

expresion de los genes, o a un número mayor de moleculas de plásmidos absorbidas o activadas

en las células receptoras.

En todas las células humanas utiliudas. el plasmido pSV2-gpt irradiado con dosis de UV

de hasta 500 J/m’ produjo más transformantes Gpt" que el plasmido sin irradiar. Estos

resultados contrastan con aquellos obtenidos de experimentos en los que se midió la expresion

transitoria, la cual es disminuida por la irradiación. Esta disminución es mas pronunciada en

células de XP que en células con reparación eficiente (Lehman y Oomen, l985; Protic-Sabljic y

Kraemer, 1985; Spivak et al, 1988). Estos resultados indican que la expresión transitoria de los

plásmidos irradiados puede ser reactivada por la reparación del daño en las células receptoras,

presumiblemente por la eliminación de las lesiones que bloquean la transcripción. El nivel de la

expresión transitoria, sin embargo, no se relaciona directamente con el incremento en la

frecuencia de colonias transformantes que observamos cuando el plásmido es irradiado. Se

concluye por lo tanto que estas dos actividades son llevadas a cabo mediante procesos

independientes.

El butirato de sodio parece ejercer un efecto general sobre células en cultivo, induciendo

una variedad de fenómenos. La expresión transitoria y la integración estable de plásmidos son

ambas aumentadas en células tratadas con esta droga; es posible que el aumento en la expresión

ayude de alguna manera a las células a integrar el ADN de los plasmidos, quiza en regiones mas

activas de la cromatina. ya que existe evidencia de que el butirato interactúa especificamente
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con ciertos promotores de la transcripción (Gorman et al. 1983).

Se determinó ademas que el efecto de la UV sobre la transformación estable es similar al

efecto del butirato, pero que estos efectos no son aditivos. Por otro lado, el efecto de la UV

sobre la expresión transitoria es diametralmente opuesto al efecto del butirato; esta conclusión

indica que los mecanismos de acción de la UV y del butirato son diferentes, eliminando la

posibilidad de establecer analogías entre ambos tratamientos.

La influencia de las secuencias homólogas en los plasmidos y en las células receptoras fue

considerada para explicar el aumento en la frecuencia de la transformación. Los plásmidos

pSVZ-gpt y pSVZ-neo contienen aproximadamente 1,9 kbp de secuencias del SV40 (Figura 2).

Sin embargo, la frecuencia de transformantes Gpt+ o Neo+ no fue mas alta en las células VA13,

XPIZRO o XPIZBE. que fueron transformadas con el SV40. que en las PIT-1080, que no

contienen secuencias del SV40 en su ADN. Estos resultados son consistentes con la idea de que

la integración de plásmidos irradiados o no, generalmente involucra un proceso de

recombinación no homóloga. o ilegítima. Van Duin et al (1985) llegaron a una conclusión

similar, utilizando plásmidos que contenían secuencias Alu o del SV40; esos plásmidos presentan

una actividad transformadora mayor cuando son irradiados, independientemente de que posean,

o no. secuencias homólogas a las presentes en el genoma de las células receptoras.

Recientemente, Nairn et al (l988b) han demostrado que la transformación aumenta

cuando los plasmidos que contienen secuencias mutadas en distintas regiones del gen TK son

irradiados con UV e introducidos en células de hamster chino. Es posible que la recombinación

entre plásmidos dañados, homóloga o no, ayude a incrementar la transformación; pero la

recombinación homóloga entre secuencias de plásmidos y genómicas es demasiado infrecuente

como para ser considerada de importancia.



El incremento en la actividad transformadora causado por la irradiación de los plasmidos

pSVZ con UV de 254 nm parece ser debido principalmente a los dímeros de pirimidinas. El

tratamiento de pSVZ-gpt con el psoraleno HMT produjo una respuesta similar a la de UV, ya

fuera que el ADN de los plásrnidos contuviera una mayoría de monoaductos. o de biaductos que

causan entrecruramientos intercatenarios. Las lesiones causadas debido al tratamiento del

plasmido con NA-AAF tambien aumentaron la transformación. pero no tanto como los dímeros

de pirimidinas; ademas, NA-AAF redujo la actividad transformadora de pSV2-gpt irradiado con

UV. Estos resultados indican que el aumento en la frecuencia de la transformación no es sólo

una respuesta general a la presencia de lesiones voluminosas en el ADN de los plásmidos, sino

que depende de la naturaleza de cada lesión en particular.

El método utilizado para introducir ADN plasmídico en células permite que la mayoría

de las células tratadas incorporen dicho ADN. por lo menos en el caso de las células Ltk de

ratón. Sin embargo. menos del lO 96 de las células son capaces de expresar la información

genética contenida en los plasmidos, y esta capacidad de expresión desaparece casi por completo

despues de pocos días (Loyter et al, 1982). En algunos casos, esto se debe a la degradación o

pérdida de los plasmidos; en otros casos puede resultar de la expresión defectuosa de los genes

integrados en el genoma que entonces no confieren resistencia al medio selectivo.

La hipótesis desarrollada en esta Tesis es que los plasmidos irradiados son integrados mas

eficientemente en el genoma de las células receptoras; una teoría similar fue postulada para

explicar el efecto recombinogénico de la UV sobre el bacteriófago lambda (Hays y Boehmer,

1978; Jacob y Wollman. 1955; Lin y Howard-Flanders, 1976) y SV40 (Dubbs et al, 1974).

La hipótesis de que la integración sea el paso crítico en el estudio del aumento en la

transformación fue analizada por J-M. Vos en nuestro laboratorio (Vos y Hanawalt, 1989).

Utilizando plásmidos quimericos derivados del virus de Epstein-Bart que son o no capaces de
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replicar su ADN en forma autónoma dentro de las células huéspedes, este autor determinó que

sólo los plasmidos integrativos presentan el aumento en su actividad transformadora cuando son

irradiados.

Existen varios mecanismos mediante los cuales las lesiones presentes en el ADN de

plásmidos dañados pueden influir la integración:

(l) El número de células transformadas que sobreviven la seleccion podría ser aumentado

si las lesiones en el ADN de los plásmidos aumentaran el número de moléculas integradas en el

genoma de las células receptoras. una idea que fue estudiada por varios grupos (van Duin, 1985;

Postel, 1985) quienes determinaron mediante Southern blots que el número de copias de

plásmidos integrados no variaba significativamente si el ADN de los plásmidos era irradiado o

no.

(2) Los procesos que son afectados dentro de las células receptoras cuando son

transformadas con plasmido dañado, pueden incluir la recombinación, resultando en un aumento

en el número de células con por lo menos una copia integrada en el ADN genómico, explicando

asi el incremento en transformación.

(a) Existe evidencia de que plásmidos irradiados son recombinados entre sí (Nairn

et al, l988b); las estructuras resultantes (dímeros, concatemeros, etc.) podrian ser integradas mas

eficientemente.

(b) La recombinación podria ocurrir directamente entre la secuencia del plásmido

que contiene un dimero y el ADN cromosómico, o indirectamente. quizá facilitada por una

proteína que reconocería la lesión en el plásmido. y que seria, a su vez, el substrato de otra

enzima que llevaria a cabo la recombinación.

(3) La presencia de daño en el ADN de los plásmidos podria causar una asociación con

regiones especiales de la cromatina celular, por ejemplo con secuencias más receptivas a la

recombinación, probablemente mediada por enzimas que reconocerían las lesiones

específicamente. Estas regiones podrian a su vez ser sitios activos del ADN celular en los que la
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expresión de los genes contenidos en el plasmido tendría mejores posibilidades de ser

productiva. Estudios realizados con retrovirus indican que las regiones de la cromatina que son

mas propensas a integrar ADN foráneo son más sensibles a la digestión por la nucleasa Sl, una

indicación de su estado activo (Barklis et al. 1986; Conklin y Groundine. l986).

Los estudios sobre la interacción entre los efectos del daño al ADN de virus oncogénicos

y la transformación celular que conduce a la formación de tumores no han rendido resultados

definitivos. Las contradicciones aparentes pueden ser debidas a que la mayoría de los vectores

utilizados son del tipo no-integrativo (episómico), que no manifiestan un aumento en su

actividad transformadora cuando son dañados; los resultados presentados aquí deberan ser

tenidos en cuenta para llevar a cabo ese tipo de análisis en el futuro.

Los resultados aquí expuestos ofrecen una aplicación practica inmediata: la de aumentar

la eficiencia con que ciertas células pueden ser transformadas. por ejemplo las células derivadas

de pacientes con anemia de Fanconi han sido co-transformadas con ADN de células humanas

normales y con un marcador genético (gpt) más eficientemente cuando el ADN transformante

fue irradiado (Moustacchi et al, 1989),

a M’
Dr. ¿Hp C. Hanawalt

Director de TesisDoetorando
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