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RESUMEN

Las roturas de cadena doble del ADN (DSB del inglés DNA double-strand break) pueden
conducir a muerte celular o inestabilidad gendmica y transformacion maligna. Las DSBs inducen la
fosforilacion de la variante de histona H2AX en dominios de cromatina flanqueantes, formando
focos yH2AX que son inmunodetectables. Dicha fosforilacion, critica para el reclutamiento de
otras proteinas para reparar la rotura, suele ser catalizada por ATM, DNA-PK o ATR (si ocurre en
horquillas de replicacion), pero también puede depender de VRK1, una quinasa nucleosomal
menos estudiada. Las DSBs se pueden reparar mediante union de extremos no homologos (NHEJ)
canonica (C-NHEJ) o alternativa (A-NHEJ) durante todo el ciclo celular, o por recombinacion
homologa (HR) en S/G2. En C-NHEJ estan implicadas DNA-PK, 53BP1 y Ligasa IV (LiglV). En
cambio, A-NHEJ es dependiente de poli-ADP-ribosil polimerasa-1 (PARP-1), que cataliza la sintesis

de un polimero de ADP-ribosas denominado poli-ADP-ribosa (PAR).

El inhibidor de PARP Olaparib (OLA) muestra letalidad sintética con proteinas mutadas de
HR (BRCA-1/2) y C-NHEJ (LiglV). Sin embargo, los limites de la letalidad sintética no estan claros.
Algunos pacientes que presentan la mutacion de BRCA no responden al tratamiento con OLA,
mientras otros sin alteracion conocida en HR o C-NHEJ si responden. Antecedentes previos
mostraron que, en células VERO, OLA no potenci6 la pérdida de viabilidad celular por bleomicina,
incluso en concomitancia con un pool de inhibidores (3i) de DNA-PK (KU-0060648), LiglV (SCR7-

pirazina) y ATM (KU55933).

En la presente tesina, nos propusimos testar dos de las posibles hipotesis planteadas dados
dichos antecedentes: (I) Los inhibidores podrian impedir la generacion de dafno inicial por
interferencia con BLEO. (ll) Al inhibir simultaneamente C-NHEJ (iDNA-PK, iLiglV), HR (iATM) y A-
NHEJ (OLA, iPARP), la célula repararia las DSBs inducidas por BLEO por una via independiente de

éstas.
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Se reprodujeron y verificaron los los resultados previos de viabilidad celular en respuesta
a BLEO, OLA y 3i mediante MTT, realizando mas experimentos y aplicando ANOVA. Para estudiar
el daifo de ADN se puso a punto la técnica del ensayo cometa. Dadas las inconsistencias en los
resultados obtenidos en la cuantificacion mediante el plug-in del ImageJ OpenComet, se realizo la
cuantificacién manual, expresando el dafo inicial inducido por BLEO en presencia o ausencia de 3i
y OLA como indice de dano (DDI). Asimismo, mediante inmunocitofluorescencia (ICF) vy
microscopia confocal se evalud el porcentaje de células con focos yH2AX o con marcacion pan-
nuclear y el nimero de focos yH2AX. Por ultimo, se comenzé a estudiar (por ICF) si los inhibidores

afectan el reclutamiento de 53BP1.

La combinacién de OLA con BLEO no afect6 significativamente la viabilidad celular, la
induccion de dano genético, los focos yH2AX ni los focos 53BP1, sugiriendo que las células
repararon preferentemente de manera PARP independiente, por ejemplo por C-NHEJ. En
consonancia con esto, los datos preliminares indicaron un aumento de las células con focos 53BP1

y del nUmero de focos por célula al tratar con BLEO.

Al inhibir DNA-PK y ATM, si bien las tendencias indicaron una disminucion de los focos
YH2AX, se observaron focos remanentes sugiriendo la implicacién de otras quinasas. Datos
preliminares muestran que OLA aumenté el nimero de focos 53BP1 por célula al combinarlo con
BLEO (en ausencia o presencia de DMSO) y también al tener inhibidas simultaneamente ATM, DNA-
PK y LiglV. Si esta tendencia se confirmara, sugeriria que al tener inhibidas las tres vias, se
acumulo 53BP1 reclutado como ocurriria al inicio de C-NHEJ. Podria interpretarse que las células
habrian procurado activar A-NHEJ, pero al inhibir con OLA A-NHEJ, volvieron a intentar utilizar C-
NHEJ y por este motivo, los focos se acumularon en los sitios de induccion del dafo. Asimismo,
nuestros resultados indicaron la presencia de una subpoblacion de VERO resistente a BLEO, BLEO
+ OLA y BLEO + OLA +iATM + iDNA-PK + iLiglV SCR7. Se discuten los mecanismos de resistencia a

OLA.
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1 INTRODUCCION

1.1 Dafo genético y la respuesta celular al dafo

El ADN puede sufrir dafo por agentes exdgenos, donde podemos encontrar a las
radiaciones ionizantes (Rl), radiacién ultravioleta (UV), agentes alquilantes, drogas
quimioterapéuticas, agentes radiomiméticos, entre otros y también por procesos y agentes
endogenos (Ciccia & Elledge, 2010; Keszenman et al., 2015). Por ejemplo, durante la replicacion
del ADN puede ocurrir la incorporacion incorrecta de ribonucleotidos en vez de
desoxirribonucledtidos la cual debe ser corregida (Wallace & Williams, 2014; Williams et al.,

2016).

Asimismo, durante procesos celulares normales como la respiracion, se generan especies
reactivas del oxigeno (ROS). Dichas especies son moléculas generadas a partir del metabolismo
celular fisioldgico; sin embargo, cuando existe un desbalance entre la producciéon de radicales
libres y los mecanismos antioxidantes se genera estrés oxidativo (Jackson & Bartek, 2009; David
et al., 2007). Mas recientemente se ha descripto también la importancia en la induccion del dano
en el ADN, el rol las especies reactivas del nitrogeno (RNS) (Barcinska et al., 2018). Es interesante
que las ROS y también las especies reactivas del nitrogeno son producidos por macréfagos y
neutrofilos en un contexto inflamatorio, desencadenando la oxidacion y nitracion de moléculas

del patogeno para ocasionar su destruccion (Manolakou et al., 2021).

Los danos del ADN, pueden ser procesados por distintos mecanismos donde el tipo de dafno
juega un rol importante. Parte del dano oxidativo puede ser reparado por un sistema de
reparacion por escision de bases (base excision repair o BER) que reconoce y corta la base danada
para luego reemplazar por el nucleétido correspondiente. En el caso, que los dafos distorsionen
la doble hélice, por ejemplo los producidos por la radiacion UV-C se puede activar el sistema de
reparacion por escision de nucleotidos (nucleotide excision repair o NER), el cual escinde todo el

nucledtido. Durante la replicacion pueden ocurrir por error la incorporacion de ribonucleotidos
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que es reparado por el sistema por escision de ribonucledtidos (RER). También puede ocurrir
incorporacion de bases incorrectamente apareadas que son reparadas por el sistema de
reparacion de bases mal apareadas (mismatch repair o MMR). Otros tipos de dafos mas
desafiantes para la integridad celular, son las roturas de cadena, las cuales pueden ser
procesadas por mecanismos de reparacion recombinacional (HR) o union de extremos no
homologos (NHEJ); estos se profundizaran mas adelante. Cabe resaltar que distintos agentes
pueden inducir varios tipos de dano de ADN, los cuales pueden ser reparados por diferentes

sistemas de reparacion (Figura 1) (Hoeijmakers, 2001; Mladenov & Iliakis, 2011).

Es muy interesante, que se ha descrito una superposicion en la especificidad de sustrato de
las vias de reparacion. Por ejemplo, el dano oxidativo puede ser reparado tanto por BER, NER o
MMR dependiendo de la gravedad del dano inducido en la doble hélice y también del contexto en

el que ocurre la lesion (Croteau & Bohr, 1997; De Boer & Hoeijmakers, 2000).

v v J v

radicales libres . —
aaaa incorporacionincorrecta

AGENTE ) antitumorales (cis-Pt i Sti
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//
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Figura 1. Diferentes agentes inductores de dafo, tipo de dafo inducido y principales sistemas reparacion
implicados en la respuesta a cada tipo de daio. Imagen modificada a partir de la extraida de Hoeijmakers,
2001.

Para combatir la acumulacion de mutaciones que podrian originar la muerte de la célula o

una proliferacion desmedida, se han establecido mecanismos para la supervivencia celular y el
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mantenimiento de la integridad y fidelidad del ADN, esos procesos engloban a lo que se conoce
como la respuesta al dano en ADN (DDR del inglés DNA Damage Response) (Jackson & Bartek,

2009).

Dichos mecanismos involucran la integraciéon de procesos de deteccion del dano,
reparacion, control del ciclo celular y muerte celular programada. Las células defectuosas en
estos generalmente muestran una mayor sensibilidad a agentes que dafan el ADN y, muchos de
estos defectos son causantes de enfermedades. Aunque las respuestas difieren para diferentes
clases de lesiones, generalmente ocurren mediante un programa general comin (Figura 2)

(Jackson & Bartek, 2009b; Manolakou et al., 2021).
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Figura 2. Esquema genérico de las respuestas celulares frente al dafio en el ADN. Una serie de proteinas
reconocen la presencia de una lesion, que puede provocar un estancamiento de la replicacion. Estas
proteinas inician vias de sefalizacion que impactan en una amplia variedad de procesos celulares. Imagen
extraida de Jackson & Bartek, 2009.

Las roturas de cadena doble del ADN (DSBs) son el tipo de dano que tiene consecuencias
mas graves para la célula. Luego de generarse las DSBs, la célula puede lograr su completa

reparacion o no. Si el dano no es reparado, la célula puede sufrir muerte celular inmediata
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(necrosis) o diferida (apoptosis) o, en caso contrario, mantener un alto nivel de dano genético lo
cual puede originar inestabilidad gendmica, aberraciones cromosdémicas y transformacion maligna

(Figura 3). (Deriano & Roth, 2013; Jones et al., 2010).
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Figura 3. Imagen esquematica de la respuesta celular frente a las roturas de doble cadena (DSBs) extraida
de Deriano & Roth, 2013

1.1.1 Reparacion de las roturas de doble cadena

Las DSBs se pueden reparar mediante recombinacion homologa (HR) o también por union
de extremos no homélogos (NHEJ). Especificamente la NHEJ puede tener dos vias: la canonica (C-
NHEJ) y la alternativa (A-NHEJ) (Figura 2). Cada uno de estos sistemas posee proteinas que son
capaces de detectar el dano, senalizar y a su vez, son propiamente reparadoras (De Boer &

Hoeijmakers, 2000; Mladenov & Iliakis, 2011).

Las lesiones se encuentran flanqueadas por la variante de histona H2AX fosforilada en

Ser139 por las quinasas canonicas ATM, ATR o DNA-PK a través de un bucle de sefalizacion de
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retroalimentacion dando lugar a la formacion de focos yH2AX detectables mediante
inmunocitofluorescencia (ICF) (Blackford & Jackson, 2017). Una quinasa unida a la cromatina
menos estudiada llamada VRK1 también puede formar focos de yH2AX, al menos en respuesta al
dafno del ADN inducido por RI. VRK1 funciona sola o en colaboracién con ATM (Salzano et al.,

2015).

En la via canonica (C-NHEJ) estan implicadas: Ku70/80, DNA-PK y yH2AX; 53BP1, PARP-3 y
la Ligasa IV. C-NHEJ es promovida por 53BP1 y antagonizada por BRCA1. Por el contrario, la
reseccion del extremo del ADN mediante la actividad de la exonucleasa de MRE11 previene la C-
NHEJ y promueve la HR con el reclutamiento de BRCA-1 y BRCA-2 o la via A-NHEJ (Beck et al.,
2014). Beck 2014 En esta Ultima estan implicadas PARP-1 y PARP-2 y Liglll pero no Ku 70/80,
DNA-PK, 53BP1 ni Ligasa IV. Cabe destacar que las vias son sumamente complejas y algunos
actores moleculares no estan del todo definidos aun (Beck et al., 2014; Chaudhuri & Nussenzweig,

2017; Deriano & Roth, 2013; Mladenov & Iliakis, 2011; Rulten et al., 2011; Sancar et al., 2004).

Las lesiones se pueden reparar después de la replicacion del ADN mediante HR o durante
todo el ciclo celular mediante C-NHEJ o A-NHEJ. El dano no reparado puede provocar un
estancamiento de la horquilla de replicacion y la exposicion al ADN monocatenario, lo que activa

a ATR (Maréchal & Zou, 2013).

En cuanto a la estabilidad gendmica, se acepta que HR es la via de reparacion de DSB de
mayor fidelidad, A-NHEJ es la que promueve la mayor inestabilidad genémica y C-NHEJ se
presenta una fidelidad media (Beck et al., 2014; Dueva & Iliakis, 2013). Si bien existen numerosos
estudios de la cinética de procesamiento de las DSBs, aun se desconoce con precision el curso
temporal de la reparacion en distintos tipos celulares y generados por diferentes agentes (Ingram
et al., 2019; Kochan et al., 2017; Oizumi et al., 2020; Shen et al., 2021; Tobias et al., 2013). Se
ha descrito que C-NHEJ ocurre con un tiempo medio de 10 a 30 min después del dafo, mientras
que el procesamiento de A-NHEJ tiene un tiempo medio de 30 min a 20 h, considerandose una via

de rescate (Beck et al., 2014; Dueva & Iliakis, 2013).
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Figura 2. Vias de reparacion de DSB: Recombinacion homéloga (HR) y vias de union de extremos no
homologos (NHEJ): via canonica (C-NHEJ) y via alternativa (A-NHEJ) Imagen modificada de Mladenov &
Iliakis, 2011.
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1.1.2 Letalidad sintética

El término "letalidad sintética" fue acunado originalmente en 1940 para describir el
proceso en el que mutaciones conjuntas en dos genes diferentes daban como resultado la muerte
celular, pero dichas mutaciones en forma independiente no afectaban la viabilidad. El concepto
se aplico al cancer algo mas tarde para explicar la muerte selectiva de células cancerosas con
defectos moleculares particulares mediante el uso de algunas drogas. Se hace evidente que la
desregulacion de la DDR, contribuye a la inestabilidad gendmica, lo cual promueve la aparicion de
transformaciones malignas. La pérdida de un componente del DDR puede compensarse con otro
componente de respaldo en la misma (o diferente) via, de la cual la célula cancerosa se vuelve
dependiente. La inactivacion de esta via compensadora es, por tanto, un medio de destruir

selectivamente al tumor (Figura 3) (S. Veuger & Curtin, 2013).
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Figura 3. Representacion esquematica de letalidad sintética. La célula normal contiene proteinas DDR
primarias y de respaldo (A y B) para hacer frente a dano del ADN. La pérdida de una proteina A, la cual
ocasiona la pérdida de esta conduce a la dependencia de otra proteina B. Esto promueve inestabilidad
genomica, condicionando a la célula a tener un fenotipo maligno. En este caso, al usar un inhibidor de B
conduce a la muerte celular de la célula cancerosa, pero no en la célula normal, porque esta todavia tiene
proteina A para hacer frente al dafo del ADN. El esquema fue extraido de Veuger & Curtin, 2013.
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1.2 Bleomicina

La bleomicina (BLEO) es un agente radiomimético que tiene una potente actividad
antitumoral contra una variedad de linfomas, canceres de cabeza, cuello y tumores de células
germinales. Cabe tener en cuenta que es una molécula hidroéfila, que no pueden atravesar las
membranas celulares por difusion simple o libre. Estudios indican que la cola cargada

positivamente podria ser clave para su transporte (Chen & Stubbe, 2005).

1.2.1 Mecanismos de generacion de dafio en el ADN

La BLEO tiene una estructura glicopeptidica y contiene un metal de transicion que puede
ser Fe o Cu. Tiene dos modos principales de accidn: su accion directa como agente intercalante
que distorsiona la estructura del ADN y su accioén indirecta por mecanismos de oxido/reduccion
(Chen et al., 2008). La BLEO requiere un metal de transiciéon reducido (Fe (ll) o Cu (I)), oxigeno y
un agente reductor de un electrén para generar una forma activada (Figura 4). Dicha forma
activada puede autodestruirse, oxidar lipidos, hidrolizar enlaces amida en proteinas e iniciar
eventos de clivaje quimico especificos de secuencia en el ARN y ADN; en el Gltimo caso a través

de una via dependiente de radicales libres.

Las SSB al igual que las DSBs son iniciadas por la BLEO activada la cual, directa o
indirectamente, remueve el atomo de hidrogeno 4~ del C4 del grupo desoxirribosa de una
pirimidina ubicada en direccion 3" respecto a una guanina en el ADN, iniciando el proceso de
clivaje de hebra simple. Dependiendo de la disponibilidad de O, este intermediario radical 4’
puede dividirse en dos vias diferentes: el intermediario es oxidado a un 4’ carbocation generando,
por adicion de agua, un sitio abasico oxidado en 4" o dicho intermediario, reacciona con O,
formando un radical 4" -peroxi que luego es reducido a 4 -hidroperoxido. Este grupo sufre una
serie de transformaciones quimicas complejas generando en ultima instancia un ADN con un gap
con extremos 3 fosfoglicolato/5" fosfato (3" -PG/5"-P) y una pirimidina propenal. La escision de

la doble hélice se efectla mediante una Unica molécula de bleomicina y, en consecuencia,
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requiere la reactivacion de esta proponiendose que sea el resultado de la reduccion del radical

peroxi (Figura 4B).
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Figura 4. Formacion de bleomicina activada e induccion de dafo sobre el ADN. A) La bleomicina activada
puede formarse mediante union de bleomicina a Fe (ll), seguida de union de oxigeno y reduccion por un
reductor. B) Se observan dos posibles destinos del intermediario radical 4° (resaltado en celeste). Imagen
esquematica de Chen & Stubbe 2005.

En particular, la formacion de DSB surge de la formacion de dos roturas de hebra de ADN
cercanas, iniciadas por la remocion del hidrogeno en el C4. Asimismo, dicha reaccion también

causa otras lesiones ADN agrupadas. Estas lesiones implican la presencia de dos o mas lesiones
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cercanas en hebras opuestas y separadas por hasta 10 pares de bases (Keszenman & Sutherland,

2010; Regulus et al., 2007).

A través de los mecanismos detallados anteriormente, la BLEO cataliza la formacion de
roturas de simple y doble cadena en el ADN asi como oxidacion de bases y sitios
apurinicos/apirimidinicos. La citotoxicidad de BLEO esta intimamente relacionada con la
generacion de DSBs, dado el potencial citotdxico intrinseco de este tipo de daio (Tounekti et al.,

2001).

1.2.2 Respuesta celular al dafio inducido por BLEO

En la Figura 5, se detalla la respuesta intracelular al dafno por BLEO activada. Las
proteinas involucradas en esta red a menudo se describen como sensores de dano, transductores
de sefal o efectores, aunque estos aun no estan del todo identificados. Las proteinas sensoras
activan ATM, un transductor de senal central. ATM fosforila varios blancos intracelulares que
activan cascadas de transduccion de sefnales. Por ejemplo, ATM fosforila y activa NBS1 en el
complejo de nucleasa MRN (MRE11-RAD50-NBS1), necesario para la generacion de extremos
monocatenarios sobresalientes, un paso esencial en la via de reparacion por HR (Mladenov &

Iliakis, 2011).

Asimismo, ATM activa CHK2, un regulador del ciclo celular. También activa p53, un
supresor de tumores y componente esencial en la regulacion de la detencion del ciclo celular o
apoptosis (Chen & Stubbe, 2005; Zhou et al., 2017). Si no se detiene el ciclo celular antes o
durante la mitosis en respuesta al dafno, se producira la muerte de las células mitéticas con
caracteristicas de fragmentacion nuclear y multiples micronucleos. Ademas, los heterodimeros
KU70-KU80 pueden reclutarse para roturas de ADN bicatenario para iniciar la via NHEJ (Chen &

Stubbe, 2005).
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Figura 5. Esquema de la respuesta intracelular al dafio inducido por bleomicina activada. Extraido de Chen
Stubbe 2005.

1.3 Poli-ADP-ribosilacion

La poli(ADP-ribosilacion) o PARilacion es una modificacion postraduccional que es
catalizada por poli(ADP-ribosil) polimerasas (PARPs). Las PARPs utilizan como coenzima
nicotinamida adenina dinucleétido (NAD+) al sintetizar poli-ADP-ribosa (PAR), que es un polimero
constituido por unidades de estructura pentosa-bifosfato-pentosa-adenina enlazadas por enlaces
glicosidicos. Dicho polimero esta fuertemente cargado negativamente ya que alberga dos grupos
fosfato por residuo. A su vez, en esta reaccion se libera nicotinamida (Nam), que funciona como
inhibidor endogeno (retroalimentacion negativa). A su vez, PAR es degradada por la poli-ADP-
ribosa glicohidrolasa (PARG) (Virag & Szabd, 2002). La PAR es reconocida por dominios de
proteinas de union a PAR y facilita el ensamblaje de complejos multiproteicos a través de

interacciones no covalentes (Teloni & Altmeyer, 2016). Asimismo, se ha reportado que la

26



acumulacion de PAR es una sefal citotdxica, ya que se ha demostrado que la alteracion dirigida
de PARG es embrionariamente letal en ratones y esta asociada con la muerte celular apoptotica

en blastocistos (Ko & Ren, 2012).

Existen 18 isoformas de PARP, de las cuales PARP-1 y PARP-2 producen dicho polimero, el
cual es largo y ramificado. Las tankirasas 1y 2 catalizan la oligo-ADP-ribosilacion (OARilacion). En
cambio, PARP-3 es un ejemplo de mono-ADP-ribosilasa. Asimismo, algunas isoformas no presentan

actividad enzimatica conocida (Hottiger, 2015).

1.3.1 PARP-1

En particular, PARP-1 se encuentra localizada exclusivamente en el nicleo y ha sido la mas
estudiada hasta el momento. Participa de varias funciones esenciales incluyendo remodelacion de
la cromatina, regulacién de la transcripcion e imprinting, reconocimiento de los sitios danados del
ADN y su reparacion. En particular en la reparacion del ADN: participa en BER (Ronson et al.,
2018) y en A-NHEJ (Dueva & lliakis, 2013; Mladenov & Iliakis, 2011). Incluso, Se ha interpretado
que PARP-1 antagoniza Ku70/80 y como Ku70/80 es imprescindible para C-NHEJ, la activacion de
PARP-1 favoreceria A-NHEJ frente a C-NHEJ (Beck et al., 2014). En algunas revisiones se
argumenta que PARP-1 participa de las tres vias de reparacion de DSB, incluso en la etapa inicial

comun (Chaudhuri & Nussenzweig, 2017).

PARP-1 participa también en procesos inflamatorios y su sobreactivacion puede conducir a
la muerte celular (Ko & Ren, 2012; Lafon-Hughes et al., 2008; Oliva et al., 2006). En caso de que
PARP-1 se sobreactive, por una parte, se consume NAD generando una situacion de deplecion
energética que podria conducir a la muerte celular apoptotica o necrética (Bouchard et al., 2003;
David et al., 2009) y por otra parte, se genera un exceso de PAR, que es una fuente de
citotoxicidad. El polimero induce la translocacion de AIF desde la mitocondria al nlcleo, en un
tipo particular de muerte programada independiente de caspasas denominada parthanatos (David
et al., 2009; Kam et al., 2018; Koehler et al., 2021). Se ha destacado que la toxicidad de PAR

depende de la longitud y complejidad del polimero. Mediante el suministro directo de polimero
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PAR en neuronas y células HelLa, se encontré que los polimeros PAR de tamaino superior a 60

unidades ADP-ribosa son mas toxicos que los polimeros menos complejos (David et al., 2009).

PARP-1 es un coactivador de factores de transcripcion como ser NF-kB, contribuyendo a la
transcripcion de diferentes subconjuntos de genes diana sobre inmunidad innata. Por lo que la
inhibicion de PARP-1 atenla notablemente la respuesta inflamatoria. Se ha observado que OLA y
otros iPARPs desarrollados para su uso en oncologia, han tenido efectos protectores en neuronas
humanas. Su efecto protector no solo disminuye la respuesta proinflamatoria de la microglia
mediada por NF-kB, sino que también detiene la muerte celular programada inducida por la
sobreactivacion de PARP-1 (Koehler et al., 2021).También hay evidencias experimentales de la
relacion de la actividad de PARP-1 con la longevidad y regulacion metabélica (Bai & Canto, 2012;

Osorio et al., 2016).

Dada las funciones tan relevantes en la que esta enzima participa, esta se encuentra
sumamente regulada por ciertos ligandos, reguladores, proteinas y modificaciones post-

traduccionales (Figura 6) (Ko & Ren, 2012).
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Figura 6. Esquema de algunas de las funciones esenciales que cumple PARP-1 y su estricta regulacion.
Obtenido de Ko & Ren, 2012.

1.3.2 Olaparib y letalidad sintética

Olaparib (OLA, Lynparza, AZD-2281) es un inhibidor de PARPs (iPARPs), especificamente
PARP-1, PARP-2 y PARP-3. Fue aprobado por la FDA (Food and Drug Administration, EEUU) para
tratar los canceres con mutacion en los genes de BRCA-1 o BRCA-2 (U.S. Department of Health
and Human Services Food and Drug Administration (FDA), 2014). Estos Ultimos codifican para
proteinas implicadas en la via de reparacion HR. Debido a que las proteinas BRCA1 y BRCA2 son
componentes criticos de la via HR, las mutaciones hereditarias de BRCA1 y BRCA2 hacen que las
células sean mas sensibles al dafo al combinarse con un un inhibidor de PARP (iPARP) (Curtin,

Nicola J.; Sharma, 2015; Ping Lin et al., 2018).
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Existe evidencia acumulada que los iPARPs pueden mostrar una variedad de efectos desde
la muerte celular hasta efectos protectores dependiendo del contexto celular (Brock et al., 2004;
Cleaver et al., 1983; Drew et al., 2011; Horton et al., 2005; Kelland et al., 1987; Russo A.L.,
Kwon H.-C., Burgan W.E., Carter D., Beam K., Weizheng X., Zhang J., Slusher B.S., Chakravarti
A., 2009; S. J. Veuger et al., 2003). En los Ultimos anos se ha destacado la utilidad de iPARPs para
matar células deficientes en BRCA1 o BRCA2. Este hallazgo ha servido como un claro ejemplo de
letalidad sintética en contexto de la terapia contra el cancer. Se ha demostrado que ciertos
iPARPs no afectan apreciablemente a células normales, pero potencian efectos del dano en el
ADN en células que tienen ciertas vias de reparacion bloqueadas por mutacion o inhibicion

enzimatica de un actor crucial de la via (Curtin & Sharma, 2015; Jackson & Bartek, 2009).

En la literatura, se ha notado que OLA promueve la muerte celular de manera diferencial
en las células que han obstaculizado la reparacion de DSB, como células que tienen mutada una
proteina mutada de la via HR, como BRCA-1/-2 (Curtin, Nicola J.; Sharma, 2015; Ping Lin et al.,
2018; Sunada et al., 2018; Topatana et al., 2020; S. Veuger & Curtin, 2013). Es relevante resaltar
que BRCA-1 es un actor critico no solo en HR sino que también en BER (Saha et al., 2010). Se ha
notado que OLA muestra letalidad sintética con proteinas de HR mutadas como BRCA-1/2,
proteinas relacionadas al BER (XRCC1, PolB) o de C-NHEJ (LiglV) (Czyz et al., 2016; Horton et al.,

2015).

A pesar de las respuestas positivas observadas en algunas pacientes con canceres de ovario
o de mama con deficiencia en BRCA, otras pacientes no mostraron beneficio al utilizar iPARPs. La
resistencia de las células neoplasicas sigue siendo un obstaculo en la implementacion de este
hallazgo preclinico el cual se encuentra en etapa inicial y hasta el momento no esta descripto que

mecanismo explica esta resistencia (Curtin & Sharma, 2015).
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1.4 Antecedentes especificos

Resultados previos de viabilidad celular (obtenidos en el marco del proyecto PAIE-CSIC) y
utilizando ensayo clonogénico, donde se estudio el efecto de OLA en células VERO tratadas con
BLEO, evidenciaron que OLA no potenci6 el efecto de BLEO. Aln mas, no se encontr6é una dosis
suficientemente alta de BLEO como para inducir un alto porcentaje de células con yH2AX pan-
nuclear. De hecho, se observé que la marcacion de yH2AX predominante fue en forma de focos
individuales (no pan-nuclear) y se acompand de la presencia de focos 53BP1. Esta combinacion
fue altamente sugerente de la activacion de la via C-NHEJ. Resulto interesante observar que las
células pan-nucleares para yH2AX no presentaban focos 53BP1. Estos resultados indicarian que las
células VERO reparan fundamentalmente por C-NHEJ y dado que PARP-1 esta en la A-NHEJ, serian

concordantes con la ausencia de potenciacion con OLA.

Al inhibir las otras vias (HR y C-NHEJ) utilizando 3i, podria ocurrir que las células activaran
la via alternativa (A-NHEJ) que es PARP-1 dependiente. En esa situacion se podria observar
potenciacion por OLA, pero de hecho, no se evidencié potenciacion por dicho inhibidor. Estos
resultados habilitan diferentes explicaciones: a) los inhibidores no tuvieron efecto debido a
interacciones quimicas entre ellos o b) la existencia de una interacciéon directa entre BLEO y
DMSO. Alternativamente, c) los inhibidores podrian impedir la generacion de dafo inicial por
interferencia con BLEO. También d) se podria plantear la posible existencia de una cuarta via de
reparacion de DSB no descripta, o bien que, e) las vias estén estuviesen interconectadas. Esto
ualtimo, significa que al inhibir una enzima de una via, la célula pase a operar por otra. En este

trabajo nos propusimos testar dos de éstas posibles explicaciones.
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2 HIPOTESIS

I. Los inhibidores de enzimas de reparacion de DSB impiden que se genere dafo
inicial por interferencia con BLEO

[I. Al inhibir simultaneamente C-NHEJ (iDNA-PK, iLiglV), HR (iATM) y A-NHEJ (OLA,
iPARP), la célula pasa a reparar las DSB inducidas por BLEO por una via independiente de

éstas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

A los efectos de verificar si la presencia de los inhibidores interfiere con la inducciéon de
dano genético por BLEO y/o con la respuesta inicial de la célula al dano se propone comparar el
nivel de daino genético inducido por BLEO en presencia o ausencia de OLA y un pool de inhibidores
de enzimas de reparacion de ADN en células VERO y el reclutamiento de 53BP1 en las mismas

condiciones.

3.2 Objetivos especificos

- Poner a punto el ensayo cometa y evaluar el software OpenComet para determinar el

nivel de dano genético inducido en células VERO.

- Profundizar en la evaluacion de la viabilidad celular en respuesta a BLEO, OLA y 3i

mediante ensayo de viabilidad MTT.

- Evaluar el dano inicial inducido por BLEO en presencia o ausencia de 3i y OLA expresado
como (i) indice de dafo del ensayo cometa (ii) porcentaje de células con focos yYH2AX o con
marcacion pan-nuclear por inmunocitofluorescencia (ICF) (iii) cuantificacion de focos yH2AX

mediante ICF.

- Estudiar si los inhibidores afectan la activacion inicial de C-NHEJ mediante el estudio de

los focos 53BP1 por ICF.
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4 MATERIALES Y METODOS

4.1 Cultivo Celular

La linea celular VERO de epitelio de rindn de Cercopithecus aethiops (mono verde) (ATCC®
CCL-81™) se cultivd en MEM-STA (Capricorn, Capricorn Scientific GmbH, 35085 Ebsdorfergrund,
Alemania) suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS; Capricorn #FBS-11A, recogido en
América del Sur), en presencia de los antibioticos: penicilina/estreptomicina (Capricorn PS-B,
concentracion 1:100) y L-glutamina 2 mM en estufa de cultivo con 5% de CO; a 37°C. La linea se
mantuvo realizando pasajes y cambios de medio de acuerdo a lo sugerido por el proveedor, en
placas de 100 mm y/o frascos de 25 cm?. A partir de un cultivo de un 80% de confluencia se
sembraron 3000 células/pocillo (para evaluar 96 h post siembra) en placas de cultivo celular de
96 pocillos para el ensayo MTT, por otra parte se sembraron 100.000 células en cubreobjetos
redondos en placas de 24 pocillos para ICF y 500.000 células en placas de Petri de 35 mm para el

ensayo cometa.

4.2 Tratamientos con BLEO e inhibidores de enzimas de reparacion del ADN

Se indujo dafo genético utilizando el agente radiomimético bleomicina en presencia o
ausencia del inhibidor de PARP-1/2/3 Olaparib (U.S. Department of Health and Human Services
Food and Drug Administration (FDA), 2014) y/o de inhibidores de las quinasas ATM y DNA-PK o

Ligasa IV (LiglV).

Previamente en el proyecto PAIE-CSIC, se realizaron curvas de dosis-respuesta a BLEO (0,
4, 10, 20, 40, 80, 160, 200 y 500 pg/mL) y a OLA (0, 50, 100, 150 y 200 nM). A partir de dichas
curvas se seleccionaron las concentraciones: BLEO 40 pg/mL y OLA 50 nM. A continuacion se
detallan las respectivas concentraciones: 10 pM KU55933 (SIGMA SML-1109, St. Louis, Missouri, EE.
Uu.), 0,1 pM KU-0060648 (SIGMA SML- 1257, St. Louis, MO, EE. UU.) y 0,1 pM de pirazina SCR7

(SIGMA SML-1546, St. Louis, MO, EE. UU.).
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El tratamiento con sulfato de bleomicina (BLEO de NOLVER (Montevideo, Uruguay),
NIPPON, KAYAKU (Japdn) o LKM (Peru)) consistio en un pulso de 45 min en ausencia de suero fetal
bovino (FBS). Los controles, realizados en paralelo, se sometieron a la misma deplecion de FBS
durante 45 min. El tratamiento con Olaparib (OLA) de Tocris (Minneapolis, MN, EE. UU.) y con
inhibidores de ATM, DNA-PK y LiglV (3i) fue continuo. Se realizaron co-tratamientos con los
correspondientes inhibidores + BLEO durante 45 min; luego, para el ensayo MTT, se agregd medio
de cultivo fresco con FBS e inhibidores (sin BLEO) durante 72 h. Para el ensayo cometa o ICF, el
experimento se detuvo y las células se lisaron o fijaron inmediatamente después del tratamiento
de 45 min. En las figuras de resultados se ha integrado siempre un esquema temporal de

tratamiento.

4.3 Ensayo de viabilidad celular (MTT)

La viabilidad celular se determindé mediante un ensayo colorimétrico de MTT (bromuro de
3-(3,4-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio), donde las células metabdlicamente activas
reducen la molécula de MTT a formazan (pUrpura) por accion de la succinato deshidrogenasa

mitocondrial (Mosmann, 1983).

Las células se sembraron en placas de 96 pocillos a una densidad de acuerdo con la
duracion del experimento, en este caso, 3000 células por pocillo. Al finalizar el experimento, las
células se incubaron durante 1 h 37°C en estufa de CO, con MTT (concentracion final de 0,5
mg/ml con glucosa 10 mM en buffer fosfato (PBS)). Los cristales de formazan se disolvieron con
DMSO puro. La absorbancia se midio utilizando una longitud de onda de referencia de 630 nm y
una longitud de onda de prueba de 570 nm en el lector de microplacas Flash Varioskan (Thermo
Scientific, Waltham, MA, EE. UU.). Cada experimento conté con un blanco con medio de cultivo
celular. Se configuro el software del lector de microplacas para que reste la absorbancia del

blanco a cada condicion experimental.
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4.4 Ensayo cometa

El ensayo de electroforesis de células individuales (SCGE), también denominado ensayo
cometa, se llevo a cabo en su version alcalina para detectar roturas del ADN que pueden
corresponder originalmente a SSB, DSB vy sitios alcali-labiles (Mgller et al., 2020; Olive & Banath,
2006). Como resultado se obtienen nulcleos con apariencia de un cometa con una cabeza (region
nuclear) y cola (formada por fragmentos nucleares que han migrado en direccion al anodo)

(Rodriguez-Rey et al., 2016).

La superficie del portaobjetos se recubridé con agarosa de punto de fusion normal al 1%
(Sigma, St. Louis, MO, EE.UU.) en PBS y se dejo secar. Posteriormente al tratamiento de 45 min,
las células se lavaron con PBS filtrado (PBSf), se incubaron con tripsina-EDTA durante 5 min a
37°C, se centrifugaron y se re suspendieron en PBS; luego, se mezcld 20 pl de suspension celular
con 80 pl de agarosa de bajo punto de fusion al 0,75% (Sigma, St. Louis, MO, EE.UU.) en PBS a

37°C.

Inmediatamente, se colocé un volumen de 80 pL de la suspension de células en agarosa en
un portaobjetos apoyado en una platina a 37 °C, se realizé un extendido mediante cobertura con
parafilm y se mantuvo el preparado a 4°C durante 10 min. Se retiré el parafilm y se sumergio el
portaobjetos en buffer de lisis frio (NaCl 2,5 M, EDTA 100 mM, Tris-HCL 10 mM y 8 g de NaOH/890
mL de agua, ajustado a pH 10, al que se le anadid 1% Triton-X-100 y 10% DMSO una hora previa a

su uso) y se mantuvo a 4°C de 1 a 15 dias.

Los portaobjetos se incubaron en buffer de electroforesis frio (NaOH 300 mM y EDTA 1 mM
a pH 13) durante 20 min a 4°C, de modo de desenrollar las hebras de ADN y exponer los sitios
labiles a los alcalis. La corrida electroforética se realizé a 25 V durante 20 min en una cuba con
35 cm de separacion entre los electrodos. El volumen del buffer se ajustdé para lograr una

intensidad de corriente en el rango de 250 a 300 mA.

Finalizada la corrida, los portaobjetos se lavaron con buffer de neutralizacion (Tris-HClL 0,4

M, pH 7,5) tres veces durante 5 min, posteriormente se lavaron con agua destilada. Se
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sumergieron en etanol 70 % durante 5 min. Luego se dejaron secar a 40 °C durante 10 a 15 min.
Los portaobjetos se tifieron con 80 pL de DAPI (6 pg/mL) durante un tiempo de incubacion de 10

min, se lavaron con agua destilada y se cubrieron con cubreobjetos.

Los cometas se contaron a ciegas bajo epifluorescencia o utilizando el microscopio
confocal en condiciones no confocales (apertura confocal 5) bajo objetivos de 40x y 20x. Se

tomaron fotografias representativas.

4.4.1 Clasificacion visual segin morfologia del cometa
Los cometas se clasificaron segin el grado de dafo (a) en cinco categorias: 1 a 5. Los

siguientes fueron los criterios para evaluar el grado de dano (Figura 7):

Grado de daiio (a)
1 . Figura 7. Representacion esquematica del grado de dafo. En rojo se muestra la
cabeza y en blanco la cola del cometa. Los valores correspondientes pueden
ser: 1: sin dafno e intacto o con un halo alrededor del nlcleo; 2: un pequeio

2 .> dafio (el ADN se distribuyo en forma de o6valo); 3: el eje anteroposterior mide
3 el doble del diametro; 4: el ADN compacto se redujo y aparecio una gran nube
4 de ADN (cola larga del cometa); y 5: la cola se separd del resto de ADN
compacto.
50
—p

Se realizo un recuento doble ciego. Se calculo un indice de dano (DDI) seglin la siguiente
ecuacion: DDI = ) (na) Donde para 100 células, n es el niUmero de células con grado de dafo
o. Cabe tener en cuenta que como se menciona dicha ecuacion se aplica para una cantidad total

de 100 células por condicion experimental, por lo que si la cantidad es mayor o menor a 100 hay
que normalizar por el nimero de células para que las condiciones experimentales sean

proporcionales y comparativas entre si.

4.4.2 Procesamiento mediante el plug-in OpenComet
Para el procesamiento automatico se utilizd el un plug-in del software Image J,
OpenComet v1.3 (Gyori et al., 2014). Primeramente, se indicé la carpeta de imagenes de

microscopia (aumentos 20x y 40x) de entrada. OpenComet gener6 imagenes (Figura 8) y una hoja
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de datos de salida que contiene las mediciones de cometas (Tabla 1) y las estadisticas de todas

las imagenes analizadas.

Tabla 1. Parametros que se obtenidos mediante el software OpenComet y su respectiva descripcion. Tabla
extraida de OpenComet v1.3 Documentation, n.d.

Parametro

Area del cometa

Descripcién

Numero de pixeles en el cometa

Longitud del cometa

Longitud de la regidén del cometa en pixeles

Contenido de ADN del | Suma de intensidades de pixeles dentro del cometa

cometa

Intensidad media del | Contenido de ADN del cometa dividido por el tamafio del
cometa cometa

Area de la cabeza

Numero de pixeles dentro de la cabeza

Diadmetro de la cabeza

Longitud de la cabeza en pixeles

Contenido de ADN de 1la

cabeza

Suma de intensidades de pixeles dentro de la cabeza

Intensidad media de 1la

cabeza

Contenido de ADN de la cabeza dividido por el tamafio de la

cabeza

% De ADN de la cabeza

Contenido de ADN de la cabeza como porcentaje del contenido

de ADN del cometa

Area de la cola

Numero de pixeles en la cola

Longitud de la cola

Longitud de la cola en pixeles

Contenido de ADN de 1la

cola

Suma de intensidades de pixeles dentro de la cola

Promedio de cola

Contenido de ADN de la cola dividido por el tamafio de 1la

cola

% De ADN de la cola

Contenido de ADN de la cola como porcentaje del contenido de

ADN del cometa

Momento de cola

Tiempos de longitud de la cola% de ADN de la cola

Momento olive

Q

% De ADN y la distancia entre los centroides ponderados por

intensidad de la cabeza y la cola
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Figura 8. Imagen representativa del reconocimiento de la estructura del cometa. A la izquierda se muestra
la imagen de salida (output image) y a la derecha la representacion segln el tipo de cometa. Contorno
rojo: cometa normal, donde se puede ver Perfil verde: cabeza de cometa (head profile), Perfil amarillo:
cola de cometa (tail profile) y Perfil azul: Cometa (comet profile), este Gltimo representa la suma de los
perfiles cabeza y cola. Contorno amarillo: cometa atipico (outlier). Contorno gris: forma eliminada
(removed). La numeracion asignada representa la asignacion del cometa que luego se puede ver la
correspondencia con la hoja de salida que contiene los resultados del procesamiento. Imagenes extraidas
de OpenComet v1.3 Documentation, n.d.

Se evaluo el software OpenComet analizando su coherencia interna (si a colas mas largas
corresponden parametros adecuados, mayor longitud de cola, etc.) y ademas se compard

resultados con los obtenidos por evaluacion manual de las mismas imagenes.

39



4.5 Evaluacion de focos yYH2AX y 53BP1

4.5.1 Inmunocitofluorescencia (ICF)

La técnica de inmunocitofluorescencia se emplea para determinar la presencia y
localizacién subcelular de moléculas de interés. Se utilizan anticuerpos unidos a una molécula
fluorescente para demostrar la ausencia o presencia de la molécula de interés. Hay dos tipos de
ICF: directa e indirecta. La primera implica el uso de un anticuerpo primario unido a un fluoroforo
que reconoce un antigeno especifico. La segunda implica el uso de un anticuerpo primario que
reconoce un antigeno especifico, y luego un anticuerpo secundario marcado con un fluoréforo que

reconoce el anticuerpo primario.

Se realizé una ICF indirecta. Luego del tratamiento, las células se lavaron con PBSf y se
fijaron en paraformaldehido (PFA) al 4% en PBSf durante 15 min en frio. Posteriormente, se
lavaron en PBSf (3 x 5 min) y se permeabilizaron en Triton-100X al 0,1% en PBSf durante 10 min.
Se bloqued en seroalbumina bovina (BSA, solucion de bloqueo) al 1% en PBSf-Tween (PBSf-T) al
0.2% durante 30 min. Se incubd con los anticuerpos primarios especificos durante 2 h a 37 °C:
Anti-yH2AX monoclonal de ratéon 1:400 (Abcam) y anti-53BP1 policlonal 1:300 (Abcam 36828)
diluidos en solucion de bloqueo. Se lavo con PBSf-T (3 x 5 min). Posteriormente, se incubaron con
la mezcla de anti-anticuerpos secundarios durante 1 h a temperatura ambiente: anti-ratéon-Cy3
1:250 (Jackson Immuno Research) y anti-conejo 488 1:1000 (#A-11034, Thermo Fisher Scientific,

Waltham, MA, EE.UU.) diluidos en solucién de bloqueo. Se lavo con PBSf-T (2 x 5 min).

Se realizé una contratincion con DAPI (1,5 pg/ml en PBSf) y un lavado final rapido en PBSf,
los cubreobjetos se montaron en Prolong Gold (Molecular ProbesP36930, Eugene, OR, EE. UU.) y
finalmente se sellaron con esmalte de unas. Se realizé controles sin anticuerpos primarios para

comprobar la especificidad de la sefal.
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4.5.2 Microscopia confocal

Para adquirir las correspondientes imagenes se utilizd el microscopio confocal Olympus
BX61, modulo confocal FV300. La excitacion de los fluorocromos se realizo con los laseres: diodo
de 405 nm (DAPI), argon multilinea de 488 nm (Alexa Fluor 488) y helio-nedn de 561 nm (Cy3), y
se registro la emision utilizando respectivamente los filtros de corte o de banda: DAPI (filtro de
banda, 430-460 nm), FITC (dos filtros de corte mayor a 510 y menor a 530 nm) y rojo (filtro de

banda de 560 a 600 nm).

Se ajustd la configuracion del microscopio: intensidad del laser, sensibilidad del
fotomultiplicador (PMC) y ganancia, de manera tal que no registre ninguna sefal inespecifica en
los controles sin anticuerpos primarios. El barrido de las secciones opticas se realizd de forma
secuencial para los diferentes fluorocromos. Todas las imagenes de cada serie experimental se

tomaron con el mismo setting en la misma sesion confocal.

4.5.3 Cuantificacion del porcentaje de células con marcacion yH2AX pan-nuclear, focos

yH2AX 'y 53BP1

El anticuerpo anti-yH2AX so6lo reconoce H2AX fosforilada en Ser 139. La fosforilacion es
catalizada por ciertas quinasas incluyendo DNA-PK, ATM, ATR o VRK1, dando lugar a la formacion
de focos u observandose marcaciéon pan-nuclear. En cambio, el anticuerpo anti-53BP1 reconoce
proteina total que puede distribuirse de manera difusa en el nlcleo, dando lugar a una marcacion
homogénea (“lisa”) o relocalizarse en torno a las dando lugar a focos 53PB1. Por ese motivo, en
el canal rojo los nlcleos se clasificaron en 3 categorias: con focos yH2AX (para lo cual debian
presentar al menos 4 focos bien definidos), con marcacion pan-nuclear, o negativos. En el canal
verde los nucleos se clasificaron en dos categorias™: con focos (requiriendo al menos 2 focos
53BP1 conspicuos) o con distribucion homogéna de 53BP1, denominada marcacion “lisa”. Cabe
destacar, que los nucleos con un Unico focus 53BP1 se incluyeron en la categoria de marcacion

“lisa”. Los resultados fueron normalizados mediante su expresion como % células con focos
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yYH2AX, % células pan-nucleares y % células con focos 53BP1 con respecto al total de células. Los

nucleos fueron contados por un operador utilizando el complemento “Cell Counter” del ImageJ.

4.5.4 Cuantificacion del numero de focos yH2AX y 53BP1

La cuantificacion del nimero de focos por célula se realizd mediante el software de
procesamiento de imagenes de microscopia ImageJ. Primero se separaron los canales: DAPI (azul),
yH2AX (rojo) y 53BP1 (verde). Luego con los canales de nuestro interés, correspondientes a yH2AX
y 53BP1, se segmentaron las imagenes para obtener una mascara utilizando un umbral fijo para
todas las imagenes del experimento en cada canal. Los umbrales de los diferentes canales no
necesariamente deben ser los mismos. El complemento Analizar particulas permitié contar
objetos con ciertas propiedades. Los focos se definieron como objetos de forma ovoide a circular
(circularidad > 0.5) y de 5 a 200 pixels de tamaino. Se utilizd un script que permitio realizar el
analisis en batch (Perini et al., 2020). En cada caso, el programa mostro las mascaras, mostré los
resultados y resumid los datos. De esta manera, obtuvimos el nUmero de focos yH2AX y focos
53BP1. Para el calculo de focos/célula, en el canal de yH2AX se excluyeron del denominador las

células pan-nucleares.

4.6 Analisis estadistico

Los resultados se expresaron como Media + SEM o Media = SD. Se probo la significacion Se
determind las diferencias significativas entre los grupos experimentales utilizando una prueba t
de Student de dos colas desiguales en Microsoft Excel 2010 o un analisis de varianza de una via
(ANOVA), seguido de pruebas de comparaciones multiples post-hoc: Tukey en ASTATSA y Tamhane

el cual no asume varianzas iguales en el software SPSS, version 21.0.
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5 RESULTADOS

5.1 Puesta a punto del ensayo cometa y evaluacion del dafio inicial en células

VERO

5.1.1 Ajuste del ensayo cometa con células VERO

Uno de los objetivos de esta tesina fue optimizar el ensayo cometa para células VERO.

Desde un principio, se sembraron 500.000 células en cajas de 35 mm. Se implementaron las

siguientes modificaciones del protocolo de partida:

a) Con el fin de disminuir el ruido de fondo observado en los primeros
experimentos, se implemento un lavado de los portaobjetos y cubreobjetos. Se rocié
etanol 70% y luego se secO con papel, repitiendo este paso si persistian marcas
visibles en los vidrios. Luego los vidrios se sumergieron en metanol puro en un
coppling. Se dejaron secar en estufa a 37°C hasta que el metanol se evaporo.

b) Inicialmente, el tiempo de la corrida fue de 25 minutos, pero se observo que
las longitudes de los cometas eran considerables, por lo que se disminuy6 a 20 min.

c) Posteriormente del lavado de los portaobjetos en buffer de neutralizacion,
se adiciond un paso de fijacion con etanol 70 % durante 5 min, y los preparados se
dejaron secar a 40°C durante 10 a 15 min de modo de disminuir el espesor del gel.

d) Se ajustd la tincion con DAPI para marcar ADN. En primera instancia, se
probd con una concentracion de 1,5 mg/mL pero al denotar que la marcacién fue
tenue, se considerd utilizar una concentracion de 6 mg/mL. Asimismo, luego de
incubar los preparados con dicha tincion durante 10 min, se procedié a realizar un

lavado con agua destilada.
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5.1.2 Evaluacion del plug-in OpenComet para determinar el nivel de dafo genético inducido
en células VERO
Para evaluar el software OpenComet se utilizaron dos aproximaciones: la comparacion con
la evaluacion visual por un observador que clasifico los cometas segun su grado de daio creciente
(de 1 a 5) y el chequeo de coherencia interna del sistema (los cometas mas largos no pueden por

ejemplo tener medidas de colas mas cortas).

En la Figura 9, se observa un campo del control. A la izquierda (Figura 9A) se indican los
grados de daio segln la clasificacion manual. A la derecha (Figura 9B) se observa la imagen que
brinda el software. El software elimin6 (zonas contorneadas en gris) cometas que podrian haber
sido reconocidos. Se puede ver que hay casos, donde reconocié cometas que se encontraban en

otro plano de forma incorrecta, como los cometas senalizados como 1 o 8.

Luego, se puede denotar que el programa no distinguid correctamente entre cabeza y cola.
Como por ejemplo, el cometa 11 se puede ver que reconocio por fuera de donde se situaba la
cabeza y sobreestimé la longitud de la cola del cometa. Se puede denotar que el programa se
adapto mejor a la estructura de los cometas 2 y 3, con grado de dafo 1 y parametros (longitud

del cometa, cabeza y cola, asi como el momento olive) muy similares.
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Grado de daino

CONTROL 1 normal 75 18 57 2.11E+16

CONTROL 5 outlier 130 50 80 3.51E+16

CONTROL 6 outlier 136 44 92 3.39E+15

CONTROL 8 normal 91 10 81 2.34E+16 -
CONTROL 2 normal 73 54 19 2.82E+16 1
CONTROL 3 normal 81 58 23 2.95E+15 1
CONTROL 7 normal 77 42 35 5.60E+15 1
CONTROL 11 normal 87 16 71 4.00E+14 1
CONTROL 4 normal 91 44 47 1.07E+16 2
CONTROL 9 normal 77 26 51 1.66E+16 2
CONTROL 10 normal 83 28 55 1.66E+16 2

Figura 9. Comparacion entre analisis manual del grado de dafo y lo obtenido mediante software OpenComet
en imagenes a 20X de células VERO sin tratar (control). (A) Clasificacion manual en base al grado de dafo
(a=1-5) el cual se denota en amarillo (B) Reconocimiento de la estructura del comenta mediante OpenComet.
Contorno rojo: cometas normal donde se puede ver Perfil VERDE: cabeza de cometa, Perfil AMARILLO: cola de
cometa y Perfil AZUL: Cometa (igual a cabeza mas cola). Contorno amarillo: cometa outlier. Contorno GRIS:
Forma eliminada. El nimero en rojo corresponde la asignacion del cometa que luego se puede ver la
correspondencia en la Tabla inferior: Parametros que se obtienen mediante OpenComet (Longitud cometa,
longitud cabeza, longitud cola y momento olive), la ultima columna corresponde a la clasificacion manual
(grado de dano). En dicha columna se seializa con - cuando el programa no logré reconocer el cometa o
reconocio alguna estructura que no era un cometa. outlier: corresponde a un reconocimiento de un cometa
atipico. normal: cometa normal
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En la Figura 10 se muestra la clasificacion manual (Figura 10A) y realizada por el
OpenComet, de cometas de células tratadas con BLEO. Tal como se observo en la figura anterior,
hay cometas que no fueron reconocidos como tales. Asimismo, el software reconocid estructuras

que no corresponden a cometas, como las enumeradas como 1, 3y 5.

También se puede denotar que por ejemplo, para dos de los cometas con grado de dano 3
como lo son los cometas 6 y 7, los parametros obtenidos fueron muy dispares. A su vez, el cometa
reconocido como 6 presenta mas similitud en cuanto a los parametros con el cometa 8, al cual le
corresponde un grado 4 en el analisis visual y no un 3. Por lo tanto, tenemos falta de coherencia

interna y con respecto a la clasificacion manual.
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Grado de daino

BLEO 1 normal 85 20 65 2.81E+16
BLEO 2 outlier 55 4 51 2.64E+16
BLEO 3 normal 123 44 79 2.54E+16
BLEO 4 normal 93 12 81 4.85E+16
BLEO 5 normal 45 14 31 1.11E+16 -
BLEO 6 normal 170 66 104 3.80E+15 3
BLEO 7 normal 99 20 79 2.19E+16 3
BLEO 8 normal 172 48 124 2.23E+15 4

Figura 10. Comparacion entre analisis manual del grado de dafo y lo obtenido mediante software
OpenComet en imagenes a 20X de células VERO tratadas con BLEO. (A) Clasificacion manual en base al grado
de dano (a=1-5) el cual se denota en amarillo (B) Reconocimiento de la estructura del comenta mediante
OpenComet. Contorno rojo: cometas normal donde se puede ver Perfil VERDE: cabeza de cometa, Perfil
AMARILLO: cola de cometa y Perfil AZUL: Cometa (igual a cabeza mas cola). Contorno amarillo: cometa
outlier. Contorno GRIS: Forma eliminada. EL nimero en rojo corresponde la asignacion del cometa que luego
se puede ver la correspondencia en la Tabla inferior: Parametros obtenidos mediante OpenComet: Longitud
cometa, longitud cabeza, longitud cola y momento olive, la Gltima columna corresponde a la clasificacion
manual (grado de dafio). En dicha columna se sefaliza con - cuando el programa no logro reconocer el
cometa o reconocid alguna estructura que no era un cometa. outlier: corresponde a un reconocimiento de
un cometa atipico. normal: cometa normal
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En la Figura 11 se comparan los outputs del OpenComet para una imagen de control
(Figura 11A) y una de BLEO (Figura 11B). En la tabla inferior se comparan los resultados, nucleo
a nlcleo, con el grado de dano manual (columna derecha), resaltando contraejemplos de las

imagenes obtenidas mediante el analisis manual del grado de dafo y lo obtenido mediante

OpenComet.

Grado de daio

CONTROL 4 normal 102.00 14.00 88.00 6.40E+15 1
CONTROL 12 outlier 199.00 24.00 175.00 6.94E+15 2
CONTROL 14 outlier 126.00 66.00 60.00 7.82E+15 2
BLEO 6 normal 170 66 104 3.80E+15 3
BLEO 7 normal 99 20 79 2.19E+16 3
BLEO 8 normal 172 48 124 2.23E+15 4

Figura 11. Contraejemplos de imagenes obtenidas mediante analisis manual del grado de dafo y lo obtenido
mediante software OpenComet en imagenes a 20X de células VERO. (A) Imagen obtenida mediante OpenComet
de la condicion control (B) Imagen obtenida mediante OpenComet de células VERO tratadas con BLEO. Contorno
rojo: cometas normal, donde se puede ver Perfil verde: cabeza de cometa, Perfil amarillo: cola de cometa y
Perfil azul: Cometa (igual a cabeza mas cola). Contorno amarillo: cometa outlier. Contorno gris: forma
eliminada. El nimero en rojo corresponde la asignacion del cometa que luego se puede ver la correspondencia
en la Tabla inferior: Tabla con datos representativos de contraejemplos donde los parametros que se obtienen
mediante OpenComet se contraponen con el grado de dano. Parametros obtenidos mediante OpenComet:
Longitud cometa, longitud cabeza, longitud cola y momento olive, la Ultima columna corresponde a la
clasificacion manual en base al grado de dafo (a=1-5). outlier: corresponde a un reconocimiento de un cometa
atipico. normal: cometa normal.
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Se puede visualizar que hay cometas que les corresponde un grado de dano con valor 1
(cometa numero 4), presentan parametros similares a un cometa que le corresponde un grado de
dano con valor 3 (cometa nimero 7). Asimismo, se puede notar que por ejemplo, un cometa con
grado de dafo 2 (cometa numero 12), presenta parametros similares e incluso un poco mayores

que un cometa clasificado con un grado de dafo 4 (cometa nimero 8).

Ademas de registrar las imagenes a 20X (Figuras 9, 10 y 11), también se registro a 40X
(Figura 12). Se comparan para condiciones control (Figura 12A y B) y BLEO (Figura 12C y D), las
clasificaciones manuales (Figura 12A y C) vs las obtenidas con el OpenComet (Figura 12B y D). Se
incluye ademas una tabla de igual manera que a 20X, se observo que el programa no logro
discernir correctamente entre cabeza y cola. Por ejemplo, en el caso del cometa CONTROL 2
(Tabla y Figura 12B), la longitud de la cabeza fue subestimada y la longitud del cola
sobreestimada. Asimismo, si comparamos el momento olive para los dos cometas del control, de
grado 1, difieren considerablemente (3,8x10" vs 2,3x10'%). Por otro lado, en la Figura 12D se
observa que el programa se le dificultd reconocer de manera independiente dos cometas

cercanos.
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Grado de daio

CONTROL 1 normal 133 104 29 3,8E+15 1

CONTROL 2 normal 95 32 63 2,3E+16 1
BLEO 1 normal 251 113 138 1,9E+15 -
BLEO 2 outlier 36 6 30 8,6E+15

Figura 12. Comparacion entre analisis manual del grado de dafo y lo obtenido mediante software
OpenComet en imagenes a 40X de células VERO condiciones: CONTROL (A-B) y BLEO (C-D). (A y C):
Clasificacion manual en base al grado de dafo (a=1-5) el cual se denota en amarillo. (B y D): Reconocimiento
de la estructura del comenta mediante OpenComet. Contorno rojo: cometas normal donde se puede ver
Perfil VERDE: cabeza de cometa, Perfil AMARILLO: cola de cometa y Perfil AZUL: Cometa (igual a cabeza mas
cola). Contorno amarillo: cometa outlier. Contorno GRIS: Forma eliminada. El nimero en rojo corresponde la
asignacion del cometa que luego se puede ver la correspondencia en la Tabla inferior: Parametros obtenidos
mediante OpenComet: Longitud cometa, longitud cabeza, longitud cola y momento olive, la Gltima columna
corresponde a la clasificacion manual (grado de dafo). En dicha columna se sefaliza con - cuando el
programa no logré reconocer el cometa o reconocid alguna estructura que no era un cometa. outlier:
corresponde a un reconocimiento de un cometa atipico. normal: cometa normal.

A partir de todas las imagenes observadas a 40X y comparando los parametros obtenidos,
se denoto que el parametro que mejor se ajusto fue la longitud del cometa (al menos mostrd una

tendencia al aumento en presencia de bleomicina y no al revés).
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Figura 13. La longitud del cometa fue el parametro que mejor se ajustdo a lo esperable en
comparacion al indice de dafo (DDI) obtenido mediante la clasificacion visual. Esta comparacion
proviene de un Unico experimento para las condiciones CONTROL y BLEO utilizando imagenes a 40X,
con n > 10 nucleos para cada condicion. (A) Grafico correspondiente a la longitud del cometa
(longitud de la region del cometa en pixeles) obtenido mediante el software OpenComet. Media *
SD. (B-C) Se evalué utilizando el DDI para cada condicion. Para calcular el DDI, a cada cometa se le
asigno6 un grado de 1 a 5, donde 1: compacto o con halo simétrico; 2: halo asimétrico; 3: longitud de
la cola=longitud de la cabeza; 4: longitud de la cola > longitud de la cabeza; 5: cabeza separada de
la cola. Luego se aplico la ecuacion mostrada donde n es el nimero de células y a el grado de dafo
para 100 células por condicion experimental.

En la Figura 13, se muestra la comparacion de dicho parametro con el DDI obtenido
mediante la clasificacion visual para una muestra pequena. El DDI fue mas sensible que la

longitud del cometa para mostrar el efecto de BLEO.

Dadas las inconsistencias observadas utilizando el software OpenComet, se decidié hacer

capturas a 20X y analizar las imagenes mediante la clasificacion de grado de dano.
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5.2 OLA no afecté la viabilidad celular per se, ni potenci6 el efecto de BLEO
incluso en presencia de un pool de inhibidores de enzimas de reparaciéon

de ADN

Segun algunos autores (Dueva & lIliakis, 2013; Mladenov & lIliakis, 2011), la activacion de
PARP-1 participa en A-NHEJ pero no en HR o C-NHEJ. Si este fuera el caso, entonces el bloqueo
simultaneo de HR y C-NHEJ deberia dejar las células dependientes de A-NHEJ, por ende
dependientes de PARP-1. Planteamos que la inhibicion simultanea de DNA-PK, LiglvV y ATM
induciria la muerte de las células remanentes o las obligaria a cambiar a A-NHEJ, volviéndose asi
dependientes de PARP y sensibles a OLA (inhibidor de PARP-1, PARP-2 y PARP-3). Para testar esa

hipdtesis, se realizaron estudios de viabilidad celular con la técnica de MTT.

En condiciones basales (en ausencia de BLEO), un tratamiento continuo con OLA (45min +
72 h) por si mismo no afectd la viabilidad celular (Figura 14A). En cambio, un tratamiento
continuo con 3i (45 min + 72h), consistente en una combinacion de inhibidores de DNA-PK (KU-
0060648), LiglV (SCR7 pirazina) y ATM (KU55933), disminuy6 significativamente la viabilidad
celular. Esto indica que los 3i actuaron, afectando asi la reparacion de DSBs originadas
endogenamente. Hay que destacar que habrian sido afectados por estos inhibidores HR (al inhibir

ATM) y C-NHEJ (al inhibir DNA-PK y LiglV).

Luego de un tratamiento con BLEO de 45 min y un tiempo de recuperacion de 72 hs (Figura
14B), tampoco se observo diferencia significativa en presencia de OLA y nuevamente se observo
caida de la viabilidad celular en presencia de 3i (comparando con BLEO sola o en presencia del
vehiculo de esos inhibidores, DMSO). Finalmente, se constatdé que en presencia de 3i, tampoco

ocurrio sensibilizacion por OLA.

En suma, OLA no afecté la viabilidad celular en condiciones basales, ni en presencia de

BLEO o el pool de inhibidores.
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Figura 14. OLA no afectd la viabilidad celular en condiciones basales ni potenci6 el efecto de BLEO en

las células VERO, incluso en presencia de inhibidores de las vias de reparacion de DSB.

(A) La

viabilidad celular en relacion con el control (MTT 72 h) de las células tratadas con BLEO en ausencia o
presencia de OLA y 3i. DMSO 0,2% corresponde al control de vehiculo del pool de inhibidores 3i. La
mayoria de los datos fueron de cinco experimentos independientes, con n =21, 44, 21, 44, 36, 26, 52,
26, 8, 44 y 44. La condicion BLEO+DMSO+OLA proviene de 2 experimentos. Media + SEM. Se realizo
ANOVA de un factor y prueba post-hoc Tamhane que no asume varianzas iguales. ns: no significancia
estadistica, **:p<0.01, ***:p<0.001, ****: p<0.0001 (B) Esquema temporal. 3i: es un pool de inhibidores
de enzimas de reparacion de las vias de rotura de doble cadena (inhibidor de DNA-PK 0,1 uM KU-
0060648 + inhibidor de LiglV 0,1 pM SCR7 pirazina + 10 yM ATM inhibidor KU55933). OLA (Olaparib,
inhibidor de PARP-1/-2/-3 50 nM).
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5.3 OLA no disminuyé el indice de daino inicial inducido por BLEO, incluso en

presencia de inhibidores de ATM, DNAPK y LiglV

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos mediante los ensayos de MTT, y de modo de
testar si el dafo inicial por BLEO no habia sido afectado por alguna posible interferencia de los

tratamientos realizados, se realiz6 el ensayo cometa.

El indice de dafo (DDI) se calculdo como se indica en la Figura15A, como una sumatoria de
términos en los cuales se multiplica el grado de dano a que va de 1 a 5 por la cantidad n de
células con ese grado de dafno (si las células no son justo 100, se normalizan como si fueran

porcentajes los conteos por categorias antes de calcular el indice, de modo que n total sea 100).

En la Figura15B se muestran ejemplos de campos obtenidos en diversas condiciones
experimentales. Como se aprecia en Figura 15C, BLEO indujo un aumento significativo del DDI
luego de un tratamiento de 45 min (como se indica en Figura 15D). A su vez, se puede ver que el
dano inicial inducido por BLEO no disminuyé al utilizar cualquiera de los inhibidores, tanto cuando

solo se adiciond OLA como 3i o la combinacion de ambos tratamientos.
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Figura 15. Los inhibidores de enzimas de reparacion (OLA y 3i) no impidieron la induccion de dafo inicial por
BLEO, de acuerdo al ensayo cometa. Se evaluo el dano inicial del ADN inducido por BLEO en presencia o ausencia
del co-tratamiento OLA, 3i y 3i+OLA. (A) El ensayo del cometa se evalud utilizando el indice de dafo del ADN
(DDI). Para calcular el DDI, a cada cometa se le asigndé un grado de 1 a 5, donde 1: compacto o con halo
simétrico; 2: halo asimétrico; 3: longitud de la cola=longitud de la cabeza; 4: longitud de la cola> longitud de la
cabeza; 5: cabeza separada de la cola. Luego se aplico la ecuacion mostrada donde n es el niUmero de células y a
el grado de dafo para 100 células por condicion experimental. (B) Imagenes representativas de electroforesis
unicelular o ensayo cometa. Para evidenciar mejor cabeza y cola del cometa se cambid la forma de visualizacion
LUT (Look Up Table). Barra: 30 pm. (C) Los resultados se normalizaron con respecto al control. Media + SEM. Se
utilizo test de t para muestras con varianzas desiguales: CONTROL vs BLEO p=0,03369, BLEO vs BLEO+OLA p=0,260
y BLEO+3i vs BLEO+3i+OLA p=0,702. Los datos provienen de al menos dos experimentos independientes de
imagenes a 20X, con n > 210 células/condicion. *:p<0.05. (D) Esquema temporal del ensayo. 3i: es un pool de
inhibidores de enzimas de reparacion de las vias de rotura de doble cadena (inhibidor de DNA-PK 0,1 pM KU-
0060648 + inhibidor de LiglV 0,1 uM SCR7 pirazina + 10 pM ATM inhibidor KU55933). OLA (Olaparib, inhibidor de
PARP-1/-2/-3 50 nM)
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5.4 OLA no disminuy6 la induccion de la fosforilacion de H2AX por BLEO,

incluso en presencia de inhibidores de ATM, DNAPK y LiglV

La induccion de dano en el ADN en células VERO se evalué mediante ICF con anticuerpos
anti- yH2AX (rojo, Figura 16B) y anti-53BP1 (verde, Figura 16B) y contratincion con DAPI (azul,

Figura 16B).
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B CONTROL BLEO BLEO + OLA BLEO +3i BLEO +3i+OLA

Figura 16. Se evaluo el dano inicial del ADN inducido por BLEO en presencia o ausencia del co-tratamiento OLA, 3i y 3i+OLA
mediante la inmunomarcacion de yH2AX y la activacion de la via C-NHEJ mediante la inmunomarcacion de 53BP1. (A) Esquema
temporal. (B) Imagenes representativas de inmunocitoquimica. DAPI en azul; yH2AX en rojo; 53BP1 en verde y merge. 3i: es un
pool de inhibidores de enzimas de reparacion de las vias de rotura de doble cadena (inhibidor de DNA-PK 0,1 uM KU-0060648 +
inhibidor de LiglV 0,1 pM SCR7 pirazina + 10 pM ATM inhibidor KU55933). OLA (Olaparib, inhibidor de PARP-1/-2/-3 50 nM).
Barra: 20 pm.
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Se evalud la marcacion yH2AX en células control o tratadas durante 45 min (Figura 17A)
expuestas a BLEO sola o con OLA. Asimismo, utilizando DMSO como vehiculo, se comparo el dano
inducido por BLEO sola (BLEO + DMSO), con OLA (BLEO + DMSO + OLA), con 3i (BLEO + 3i) o con

todos (BLEO+ 3i + OLA).

Se detectaron pocas células con marcacion pan-nuclear (Figura 17B), y con mucha
variacion entre los campos. Con la dosis utilizada (40 pg/mL), BLEO mostrdé apenas una tendencia
al aumento de pan-nucleares con respecto al control (p=0.130) pero no con respecto a los co-

tratamientos con OLA y 3i. Por ejemplo, p=0.817 para BLEO + DMSO vs BLEO + 3i.

El porcentaje de células con focos yH2AX (Figura 17C) indicé que las células VERO estaban
mas danadas al emplear BLEO (sola o con el solvente DMSO) en comparacion al CONTROL

(CONTROL vs BLEO p=0.005, CONTROL vs BLEO + DMSO p= 0,04).

Al combinar BLEO con OLA (en ausencia o presencia del vehiculo), no se observé aumento
ni disminucién del porcentaje de células con focos yH2AX en comparacion con BLEO (p=0.619). Al
combinar BLEO con 3i si bien el error estandar es grande, se detect6 una tendencia a la
disminucion del porcentaje de células con focos respecto al tratamiento con BLEO (p=0.112); no
asi con respecto al control (p=0.71). Este resultado sugiri6 que hay una fosforilacion basal,
anterior al tratamiento, que no fue afectada; que los inhibidores tuvieron efecto al menos en

parte de la poblacion celular; que podria haber alguna otra quinasa involucrada.

No se observo diferencia entre BLEO+3i y BLEO+3i+OLA. Por lo que la combinacion de OLA

con 3i indudablemente no interfirié con BLEO para evitar la induccion inicial del daifo del ADN.

Con respecto al nUmero de focos por célula (excluyendo las pan-nucleares, Figura 17D),
los datos obtenidos, provenientes de la evaluacion de 3 experimentos (uno de ellos incluyendo
BLEO y BLEO+OLA sin DMSO; los otros, con DMSO), mostraron las mismas tendencias que el

porcentaje de células con focos yH2AX, sin llegar a niveles de significacion estadistica.
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Figura 17. Los inhibidores de enzimas de reparacion (OLA y 3i) no impidieron la induccion de dafo inicial por
BLEO, de acuerdo a la evaluacion de foci yH2AX. Se evalu6 el dafo inicial del ADN inducido por BLEO en
presencia o ausencia del co-tratamiento OLA, 3i y 3i+OLA. (A) Esquema temporal del ensayo (B) %Células pan-
nucleares para las distintas condiciones experimentales. (C) %Células con foci yH2AX>4. (D) Nimero de foci
yH2AX/célula no pan-nuclear. El conjunto de datos proviene de 5 experimentos (n > 192 células/condicion), con
la salvedad que en 3 experimentos se tratd con BLEO y BLEO+OLA sin DMSO y en 2 experimentos, en presencia
del vehiculo de los 3i. Los foci yH2AX se contaron en 3 de los experimentos. Nota: los puntos que provienen de
un Unico experimento se identifican por la ausencia de barras de error. Todos los resultados se expresan como
Media + SD. Se utiliz6 test de t para muestras con varianzas desiguales. *: p <0,05, **:p<0.01 3i: es un pool de
inhibidores de enzimas de reparacion de las vias de rotura de doble cadena (inhibidor de DNA-PK 0,1 pM KU-
0060648 + inhibidor de LiglV 0,1 pM SCR7 pirazina + 10 uM ATM inhibidor KU55933). OLA (Olaparib, inhibidor de
PARP-1/-2/-3 50 nM)

En suma, 3i utilizados en concentraciones descritas en la literatura (Liddle et al., 2020;
Perini et al., 2020) mostraron una tendencia a disminuir la fosforilacion de H2AX en células VERO.
OLA no afecto significativamente la induccion de dano por BLEO sélo ni tampoco en presencia de
3i. Esto iria contra la hipdtesis de la existencia de una interferencia entre OLA y 3i que impidiera

la induccion de dafo por BLEO.

58




5.5 Resultados preliminares sugeririan un aumento de focos 53BP1 al

adicionar OLA en presencia de 3i

Es conocido que 53BP1 actua en la via C-NHEJ (Gupta et al., 2014; Jiang et al., 2021; Swift
et al., 2021), por este motivo la formacion de focos 53BP1 en ICF se utiliza como marcador
molecular de la activacion de esta via. Para estudiar como la inhibicion de ciertas enzimas
repercute en la activacion de la via canonica, evaluamos la formacion de focos 53BP1 mediante

ICF (Figura 18).

En un intento por bloquear HR y C-NHEJ para forzar a la célula a utilizar A-NHEJ o morir,
se utilizaron: un inhibidor de ATM (para bloquear HR) y dos inhibidores de enzimas de C-NHEJ que
se encuentran en distintos niveles de la via, concretamente DNA-PK y LiglV. Si la viabilidad se
mantenia significaba que las células habian optado por A-NHEJ (esto fue evidenciado en los

ensayos de MTT).

59



+H2AX

+53BP1 Q

@ DAPI
B C @ yH2AX
@ 53BP1
100
s 20 o
= - 80
‘O o
2 15 9
g Lg 60
R 10 £ 40
S 5 S 20
o s
o 3
E 0 < 0
. Y Q (o) » AN N N Q) o) N
3 SIS & & Y&
N Q < X v S ¢
) N\ ) x A\
<</O Q (</0 D
QY Q¥

Figura 18. Analisis preliminares evidencian una tendencia de que al adicionar OLA aumenta el
reclutamiento de 53BP1, enzima caracteristica de C-NHEJ. Se evaluo la respuesta inicial al dafo en el
ADN inducido por BLEO en presencia o ausencia del co-tratamiento OLA, 3i y 3i+OLA. (A) Imagenes
representativas de inmunocitoquimica. Ordenados de izquierda-derecha se muestra: DAPI en azul;
yH2AX en rojo; 53BP1 en verde y canales superpuestos. En celeste se sefaliza un ejemplo de célula
pan-nuclear que es 53BP1 lisa, luego en amarillo se sefaliza una célula con foci yH2AX y 53BP1. Barra:
20 um. (B) Namero de foci 53BP1/célula. (C) %Células con foci 53BP122. El conjunto de datos proviene
de 2 experimentos (n > 192 células/condicion). Nota: los puntos que provienen de un Unico
experimento se identifican por la ausencia de barras de error. Todos los resultados se expresan como
Media + SD 3i: es un pool de inhibidores de enzimas de reparacion de las vias de rotura de doble
cadena (inhibidor de DNA-PK 0,1 pM KU-0060648 + inhibidor de LiglV 0,1 pM SCR7 pirazina + 10 pM ATM
inhibidor KU55933). OLA (Olaparib, inhibidor de PARP-1/-2/-3 50 nM)
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Dos de los experimentos realizados segun el esquema en la Figura 17A y evaluados para
yH2AX, fueron también evaluados en cuanto al reclutamiento de 53BP1 a los sitios dafiados.
Generalmente, se observaron que los focos YH2AX se encuentran acompanados de focos 53BP1. En

contraste, las células 53BP1 lisas no tenian focos yH2AX o eran pan-nucleares (Figura 18A).

Se cuantifico el porcentaje de células con focos 53BP1 y el nimero de focos 53BP1 por
célula (Figura 18). Si bien los datos son preliminares, las tendencias indican que BLEO indujo
formacion de focos 53BP1 en hasta 80% de las células, sugiriendo que la reparacion habria

ocurrido predominantemente utilizando la via C-NHEJ, que es 53BP1-dependiente.

Habiendo 2 experimentos independientes para la comparacion de BLEO + 3i con el
tratamiento BLEO + 3i + OLA. En esta situacion, tanto el porcentaje de células con focos 53BP1
como el nimero de focos por célula tienden a aumentar (Figura 18B y C). Si esta tendencia se
confirmara, sugeriria que al tener inhibidas HR y C-NHEJ, las células habrian procurado activar la
via alternativa, A-NHEJ, pero al inhibir con OLA A-NHEJ, volvieron a intentar utilizar C-NHEJ y por
esto, los focos se acumularon en los sitios de induccion del dano. Esto implicaria que DNA-PK y

LiglV se encuentran downstream al reclutamiento de 53BP1.
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6 DISCUSION

En el presente trabajo se ha estudiado el impacto sobre la viabilidad celular, la induccién
de dano genético, la fosforilacion de H2AX en Ser 139 y el reclutamiento de 53BP1, del inhibidor
de PARP-1/2-3 Olaparib sélo o en combinacion con inhibidores de DNA-PK, LiglV y ATM, como

posibles moduladores de los efectos de BLEO en células de la linea epitelial VERO.

Al extender los estudios de viabilidad realizados previamente, se confirm6é que OLA no
disminuye la viabilidad celular en presencia de BLEO (ya reportado en el informe PAIE), y ademas
se comprobo utilizando ANOVA que OLA tampoco tiene un efecto citoprotector. De hecho, no se
detecto efecto significativo alguno del OLA combinado con BLEO a la dosis utilizada (50 nM) sobre
la viabilidad celular, la induccion de dano genético, los focos yH2AX ni los focos 53BP1. Sin
embargo, tenemos evidencia de la disminucidén de PAR en presencia de OLA (Perini et al., 2020).

Por ende, OLA esta logrando actuar sobre PARP.

Cabe preguntarse en primer lugar si las células VERO expresan PARP y sintetizan PAR.
Sabemos que si (Lafon-Hughes et al., 2014). También sabemos que se trata de una PARP mutada.
Las células VERO albergan mutaciones de PARP de significado biolégico desconocido. Esto merece
un estudio mas a fondo. Se ha descrito resistencia a iPARPs en una paciente con cancer de ovario
portadora de una mutacion puntual en PARP-1 (Pettitt et al., 2018). A pesar de las mutaciones,
existe PARilacion en los nucleos de VERO. En condiciones basales hay PAR detectable con ciertos
anticuerpos pero no con el anti-PAR H10 (que es el tipico utilizado para detectar polimero de
cadena larga ramificada, segun Kawamitsu et al., 1984). En condiciones de estrés genotoxico en
células VERO se puede detectar leve aumento de PAR. No se observé un aumento importante de
PAR en respuesta al dafo genotdxico inducido por diversos agentes incluyendo BLEO, MMS o UV-C

(Lafon-hughes, 2014; Perini et al., 2020).

A priori, la presencia de DSBs podria a) activar PARP favoreciendo A-NHEJ frente a C-NHEJ

(Beck et al., 2014) en cuyo caso adicionar OLA en la situacion dificultaria la reparacion por A-
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NHEJ o desencadenarian la muerte celular, b) sobreaactivar PARP-1 en cuyo caso inhibir con OLA
protegeria a la célula o c) por algin motivo no activar PARP, en cuyo caso podria no repararse las
DSBs u ocurrir reparacion de DSBs independiente de PARP, como C-NHEJ (Her & Bunting, 2018)
(Her & Bunting, 2018) (Figura 19). En células VERO no se observd proteccion por OLA,
descartando la sobreactivacion de PARP. Tampoco se observd potenciacion, sugiriendo que las
células reparan preferentemente de manera independientes de PARP, por ejemplo por C-NHEJ.
En consonancia con esto, los datos preliminares indicaron un aumento de los focos 53BP1 al tratar
con BLEO, esto indica que la gran parte de la poblacion celular repara el dafo inducido por BLEO
mediante C-NHEJ. Luego, se podria interpretar que un remanente de la poblacién podria estar

operando por HR (células que se encuentren en S/G2).
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Figura 19. Ante la generacion de una rotura de doble cadena se esquematiza las posibles respuestas segln
PARP-1 y el efecto de Olaparib (OLA) en cada situacion: a) activar PARP favoreciendo A-NHEJ frente a C-
NHEJ en cuyo caso adicionar OLA en la situacion dificultaria la reparacion por A-NHEJ o desencadenarian la
muerte celular b) sobreactivacion de PARP-1, donde se genera mayor sintesis de PAR y muerte celular, por
ejemplo mediante parthanatos, en cuyo caso inhibir con OLA protegeria a la célula c) por algiin motivo no
activar PARP, en cuyo caso podria no repararse las DSB u ocurrir reparacion de DSBs independiente de
PARP, como C-NHEJ, de ser asi OLA no tendria efecto. Imagen generada en https://biorender.com/

De acuerdo al paradigma de efecto de iPARPs en contextos de letalidad sintética, dado que
las células VERO no albergan mutaciones conocidas en los genes de reparacion del ADN, era
esperable que al inhibir con OLA las células no murieran. Entonces, se trataron las células no sélo
con OLA (que inhibiria al menos A-NHEJ), sino también con iATM (para inhibir HR), iDNA-PK y LiglV
(para inhibir C-NHEJ). Se esperaba observar letalidad sintética en estas condiciones. Bloquear
estas vias obligaria a las células a volverse dependientes de PARP o morir. Las células se

expusieron a BLEO y un tratamiento conjunto y posterior con 3i o 3i + OLA.
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El punto mas importante fue que inhibimos ATM, DNA-PK y LiglV, y bajo esa condicion, una
subpoblacion de células sobrevivid, incluso en presencia del inhibidor de PARP OLA, no se produjo
sinergismo. De hecho, nuestros resultados indicaron la presencia de una subpoblacién de VERO

que era resistente a BLEO, BLEO + OLA y BLEO + OLA +iATM + iDNA-PK + iLiglV SCR7.

Las causas conocidas de la resistencia a OLA incluyen alteraciones del metabolismo de la
PARilacion, alteraciones en los transportadores de farmacos, regulacion de HR y la estabilizacion

de las horquillas de replicacion estancadas (Figura 20) (D’Andrea, 2018; Mweempwa & Wilson,

2019; Pettitt et al., 2018).
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Figura 20. Posibles causas de la resistencia al tratamiento con bleomicina (BLEO) e inhibidores de: OLA (A-
NHEJ), ATM (HR), DNA-PK y LiglV (C-NHEJ): sobreexpresion de transportadores P-gp, alteraciones en el
metabolismo de PARilacion, estabilizacion de la horquilla de replicacion, cambios en la regulacion de
reparacion de DSB y una posible via no descripta. Imagen generada en https://biorender.com/
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Con respecto a los transportadores, se sabe que los transportadores de glicoproteina P (P-
gp) exportan OLA al exterior celular y la sobreexpresién de los mismos puede ser una posible
causa de resistencia (O’Connor et al., 2016). No hemos evaluado si las células VERO
sobreexpresan transportadores de P-gp, pero OLA logra disminuir PAR, lo que hace que la
sobreexpresion de P-gp sea una explicacién poco probable de la resistencia a OLA en células

VERO.

Para excluir la posibilidad de que OLA en combinacion con 3i hubiera interferido con la
induccién del dano del ADN por BLEO, se midio el dano inicial del ADN (células positivas para
yH2AX y 53BP1, nimero de focos yH2AX y 53BP1, y células pan-nucleares e indices de dafo del
ADN). Sin embargo, no se denot6 una disminucion del dafo por ensayo cometa, ni disminucion de
focos yH2AX, al combinar BLEO con OLA. Por lo que observamos concordancias con los resultados
de las tres técnicas. Cabe destacar, que la combinacion de BLEO con OLA, tampoco afecto el

dano inducido por BLEO en presencia de 3i segun lo evaluado por el ensayo cometa.

La fosforilacion de la histona H2AX (yH2AX), esta asociada a la respuesta temprana al dafo
e independiente del mecanismo de reparacion de DSBs que se active (Collins et al., 2020; Mah et
al., 2010). En las células VERO en presencia de BLEO, se inhibio DNA-PK y ATM que son quinasas
que fosforilan a dicha histona, si bien las tendencias indicaron una disminucion de los focos
yH2AX, quedaron focos remanentes. Esto sugiere que la fosforilacion de H2AX es llevado por
distintas quinasas, como pueden ser ATR y/o VRK1 (Rossetto et al., 2010; Salzano et al., 2015).
Ultimamente, la literatura ha resaltado el rol de VRK1 en la fosforilacion de H2AX, se observo que
la pérdida de VRK1 impide totalmente la formacion de los focos yH2AX inducidos por la
combinaciéon de Temozolomida (TMZ) y OLA en lineas celulares de glioblastoma (Navarro-Carrasco
& Lazo, 2021). Esto evidencia que esta enzima es esencial para la formacion de focos en dichas
células cancerosas y en nuestro modelo DNA-PK y ATM no son esenciales, dado que no observamos

desaparicion total de los focos yH2AX.
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Un punto interesante es que, segin nuestros datos preliminares, OLA aumento los focos
53BP1 al tener inhibidas HR (iATM) y C-NHEJ (iDNA-PK y iLiglV). Si esta tendencia se confirmara,
sugeriria que al tener inhibidas HR y C-NHEJ, las células habrian procurado activar A-NHEJ, pero
al inhibir con OLA A-NHEJ, volvieron a intentar utilizar C-NHEJ y por este motivo, los focos se
acumularon en los sitios de induccion del dano (Figura 21). Esto implicaria que DNA-PK y LiglV se
encuentran downstream al reclutamiento de 53BP1. Esto concuerda con los resultados donde se
observa que en células deficientes en DNA-pk tanto en condiciones endogenas como exdgenas
(exposicion a IR) se observa acumulacion de 53BP1, por lo que DNA-pk no se requiere para formar
focos 53BP1 (Schultz et al., 2000). Estos datos también concuerdan con los datos de las lineas
celulares HelLa y PtK2 publicados por Saquilabon Cruz et al., 2015, quienes determinaron que los
iPARPs inducen el aumento del reclutamiento de 53BP1 en los sitios de dano del ADN y por tanto,
activacion de C-NHEJ. Asimismo varios autores concuerdan en que 53BP1 actla al inicio de la
reparacion de DSB mediante C-NHEJ, formando un complejo con RIF1 junto al heterodimero
Ku70/Ku80 protegiendo los extremos de la reseccidon (Bunting et al., 2010; Gelot et al., 2015;

Zimmermann, et al., 2013).
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Figura 21. Frente al dafo inducido por BLEO la célula puede optar por reparar por HR (opera en S/G2), por
C-NHEJ o A-NHEJ (operan en todo el ciclo celular). En VERO, se activdo mayoritariamente C-NHEJ. Pero al
tener inhibidas HR (inhibicion de ATM) y C-NHEJ (en distintos niveles: DNA-PK y LiglV), las células habrian
procurado activar A-NHEJ, pero al inhibir con OLA A-NHEJ, volvieron a intentar utilizar C-NHEJ y por este
motivo, los focos 53BP1 se acumularon en los sitios de induccion del dafo. Imagen generada en
https://biorender.com/

Suponiendo que todos los inhibidores utilizados funcionaran como en otros modelos, una
explicacion con respecto a la resistencia a BLEO + OLA + 3i seria que las células repararan el dano
del ADN a través de una via no descripta por la literatura en lugar de A-NHEJ (porque PARP-1 se

inhibid) o HR (porque se inhibié ATM) o C-NHEJ (ya que se inhibieron DNA-PK y LiglV).

Incluso bajo el defecto de HR (debido a proteinas mutadas o inhibidas), la estabilizacion de
la horquilla de replicacion estancada se ha propuesto como un mecanismo alternativo de
resistencia a iPARPs (D’Andrea, 2018; Mweempwa & Wilson, 2019). Las quinasas de punto de
control ATR, CHK1 y WEE1 desempeian papeles diferentes en la estabilizacion de la horquilla de
replicacion estancada, proporcionando mecanismos alternativos que se deben considerar en el
desarrollo de terapias de combinacién para evitar la resistencia a los farmacos (Haynes et al.,

2018). Por ejemplo, iATRs (VE-821, VE-822 o AZ20) supera la resistencia a iPARPs adquirida y
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preexistente en multiples lineas celulares de cancer deficientes en BRCA1 (Yazinski et al., 2017).
ATRi (AZD6738) y WEE1i (AZD1775) muestran una actividad diferencial en una subpoblacion de
lineas celulares de linfomas difusos de células B grandes que no son del centro germinal, las
cuales se caracterizan por una alta expresion del oncogén MYC y una delecion en inhibidor de la
quinasa dependiente de ciclina 2A (CDNK2A/B) (Young et al., 2019). A su vez, CDNK2A/B codifica
para tres proteinas que pertenecen a las vias RB1 y TP53, que actlan como supresores de tumores
regulando el punto de control G1/S del ciclo celular (Carrasco Salas et al., 2016). A su vez, el
inhibidor de CHK1 Prexasertib es eficaz contra lineas celulares de carcinoma de células escamosas
de cabeza y cuello humanos con pérdidas genéticas CDKN2A (Gadhikar et al., 2018). En algunas
familias, CDKN2A las mutaciones genéticas facilitan el desarrollo de un solo tipo de cancer,
mientras que en otras familias, pueden conducir a un sindrome de predisposicion al cancer, lo
que aumenta el riesgo de desarrollar multiples tipos de cancer. Ademas, se han encontrado
mutaciones somaticas del gen CDKN2A en algunas personas con tumores cerebrales y en nifios con

leucemia linfoblastica aguda (CDKN2A Gene: MedlinePlus Genetics, n.d.).

Las células VERO tienen una delecion homocigoética de =9 Mb en el cromosoma 12, lo que
provoca la pérdida de los genes CDKN2A/B, ademas del grupo de genes del interferon tipo | (lo
que probablemente explica por qué son tan propensas a infecciones). Aunque estas mutaciones
por si mismas no son suficientes para transformar células normales en células tumorigénicas, la
pérdida de CDKN2A/B puede jugar un papel crucial en la adquisicion de la inmortalidad en el

linaje celular VERO (Naoki et al., 2014).
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