PROYECTO FINAL DE INGENIERIA

ESTUDIO DE GENES ASOCIADOS AL DANO AL ADN Y SU
RELACION CON LA RADIOSENSIBILIDAD INTRINSECA
EN CELULAS DE MELANOMA CON DISTINTO GRADO DE
AGRESIVIDAD

Zuccato, Camila Florencia - 1036757

Licenciatura en Biotecnologia

Tutor:
Dra. Irene Laura Ibafiez, CNEA
Tutor Adjunto:
Dra. Hebe Alicia Duran, CNEA

Co-Tutor:
Dr. Prada, Federico, UADE

Marzo 18, 2016

UNIVERSIDAD ARGENTINA DE LA EMPRESA
FACULTAD DE INGENIERIA'Y CIENCIAS EXACTAS



ESTUDIO DE GENES ASOCIADOS AL DANO AL ADN Y SU RELACION CON LA
RADIOSENSIBILIDAD INTRINSECA DE CELULAS DE MELANOMA CON DISTINTO GRADO DE
AGRESIVIDAD Camila Florencia Zuccato

Agradecimientos

A mi familia, Maméa, Bruno, Eze, Tia Laura, por estar desde el primer dia al altimo
apoyandome, acompafandome y dandome fuerzas en todo momento. A mis perros, Mili,
Ciclén y Mora, especialmente por su compafiia incondicional en estos ultimos dias de escribir

hasta la madrugada.

A Ire y Hebe, por dirigir este proyecto y ensefiarme con tanta paciencia y carifio,
contribuyendo de la mejor manera a mi formacion profesional. Por tratarme siempre tan bien,

y principalmente por brindar su tiempo y dedicacion a este trabajo.

A Fran por su ayuda en mis experimentos y su predisposicion para cualquier cosa que
necesitara, pero principalmente por las risas y mates que compartimos en esos dias de largos

experimentos.

A Lara, Tati, Ceci, Luciano, Cintia, Candy y Vane por sus aportes profesionales a lo largo de
todo este proyecto.

A la Dra. Molinari y la gente de CEBIRSA por las irradiaciones y al Jefe de Departamento e
integrantes del departamento de Radiobiologia de la Comisién Nacional de Energia Atdmica

por su apoyo y por permitirme el uso de sus laboratorios y equipamiento.

A Federico Prada, por su atencién a todas mis consultas, comprendiendo cada inconveniente.

Personalmente, adquiri excelentes conocimientos y enriquecimiento profesional. Me llevo

lindos recuerdos y maravillosas personas en mi corazon.

Camila Florencia Zuccato

Pagina 1 de 101



ESTUDIO DE GENES ASOCIADOS AL DANO AL ADN Y SU RELACION CON LA
RADIOSENSIBILIDAD INTRINSECA DE CELULAS DE MELANOMA CON DISTINTO GRADO DE
AGRESIVIDAD Camila Florencia Zuccato

Resumen

La respuesta al dafio al ADN inducido por radiaciones ionizantes involucra la
deteccion del dafio y la induccién de sefiales que conducen al arresto del ciclo celular, la
reparacion del dafio y finalmente la sobrevida o la induccion de apoptosis. La ruptura de doble
cadena de ADN (DSB) presenta una cinética de produccion que se correlaciona con muerte
celular. Un evento primario que ocurre en respuesta a las DSBs es la fosforilacion de la
histona H2AX, mediada principalmente por la proteina ATM. Ademas, el complejo proteico
MRN (Mrel1-Rad50-Nbs1) reconoce el dafio al ADN y esté involucrado en reclutar ATM al
sitio de dafio. La proteina ATM también fosforila otras proteinas relacionadas con la
reparacion del ADN, como BRCA1, 53BP1 y MDCL. Por otro lado, la identificacion de genes
que se expresen diferencialmente entre una célula radiosensible y una radiorresistente es
relevante para caracterizar la respuesta individual de tumores a la radioterapia y desarrollar
estrategias tendientes a radiosensibilizar células radiorresistentes. En este sentido, la respuesta
radiobioldgica de células de melanoma es de sumo interés, dado que es un tumor altamente
metastasico y refractario a los tratamientos convencionales de quimio y radioterapia.

En este proyecto, el objetivo fue evaluar la relacion entre la radiorresistencia de
células de melanoma, la malignidad y la expresion de genes asociados a la respuesta al dafio
al ADN en un modelo de lineas celulares con igual background genético, pero con diferentes
fenotipos: A375-A7, melandtica y no invasiva y A375-G10, amelandtica y metastasica. Estas
lineas fueron generadas en nuestro laboratorio por transfeccion estable de la enzima
antioxidante catalasa y A375-PCDNA3 (transfectada con el plasmido sin el inserto de la
catalasa) fue utilizada como control.

La radiosensibilidad de estas lineas fue determinada mediante el ensayo clonogénico
luego de irradiar las células con una fuente gamma de **’Cs. Las curvas de sobrevida fueron
ajustadas al modelo lineal cuadratico. Se demostrd que A375-G10 es significativamente mas
radiorresistente que A375-A7 y A375-PCDNAS3, siendo la fraccion de sobrevida a 2 Gy (SF2)
de 0.89+0.05, 0.43+0.16 y 0.32+0.03 y el pardmetro o de 0, 0.20+0.05 y 0.45+0.05,
respectivamente. Se evalud el sensado del dafio mediante la deteccion de H2AX fosforilada
(y-H2AX), demostrandose una menor induccion de focos de y-H2AX en A375-G10. Se
realizd el analisis bioinformatico de microarrays de expresion de genoma completo

(Affymetrix). Se definieron a priori conjuntos de genes asociados con la via del ciclo celular,
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la apoptosis y la sefializacion de MAPK, recolectados de KEGG (Kyoto Enciclopedia de
genes y genomas) para evaluar las diferencias significativas en la co-expresion de genes entre
células por GSEA (Gen Set Enrichment Analysis). Como resultado relevante de estos
estudios, se demostro una disminucion significativa en la co-expresion de genes relacionados
con la respuesta al dafio al ADN (ATM, TP53BP1 y MRE11A) en A375-G10 con respecto a
A375-A7 y a los controles, consistente con la disminucion de y-H2AX. Asimismo, A375-G10
presentd grupos de genes subexpresados (down-regulados) en conjunto, que estan
involucrados en reparacion de ADN, puntos de chequeo y control negativo del ciclo celular y
en apoptosis.

En conclusién, el perfil de expresion génica de las células A375-G10 sugiere que estas
células podrian evadir la apoptosis inducida por el dafio al ADN con la consecuente
progresion en el ciclo celular y la mayor radiorresistencia, lo que resultaria en inestabilidad
gendmica y aumento de la malignidad. Asi, el perfil de expresion génica de las células A375-
G10 podria asociarse a los mecanismos de radiorresistencia y a las caracteristicas malignas de

estas células.
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Abstract

The DNA damage response induced by ionizing radiation involves the detection of
damage and activation of signal transduction pathways that lead to cell cycle arrest, DNA
damage repair and finally survival or induction of apoptosis. The production of DNA double
strand breaks (DSBs) presents a kinetics that correlates with cell death. A key early event in
the DSBs response is the phosphorylation of H2AX histone, mediated mainly by ATM
protein. In addition, the MRN (Mrell-Rad50-Nbsl) protein complex recognizes DNA
damage and is involved in ATM recruitment to damage site. ATM protein also
phosphorylates other proteins related to DNA repair, as BRCAL, 53BP1 and MDCL1. On the
other hand, the identification of genes that are differentially expressed between a
radiosensitive and a radioresistant cell is relevant to characterize the individual response of
tumors to radiotherapy and to develop radiosensitizing strategies for radioresistant cells. In
this sense, the radiobiological response of melanoma cells is of great interest, since it is highly
metastatic and refractory to conventional chemotherapy and radiotherapy.

The aim of this project was to assess the connection between the radioresistance of
melanoma cells, its malignancy and the expression of genes associated with DNA damage
response in a cell line model with the same genetic background but different phenotypes:
A375- A7, melanotic and non-invasive, and A375-G10, amelanotic and metastatic. These cell
lines were developed in our laboratory by stable transfection with the antioxidant enzyme
catalase and A375-PCDNAZ3 (transfected with the plasmid without catalase insert) was used
as control.

Radiosensitivity was determined by clonogenic assay after irradiating these cells with
a ¥’Cs gamma source. Survival curves were fitted to the linear-quadratic model and surviving
fraction at 2 Gy (SF2) was calculated. Results showed that A375-G10 cells were significantly
more radioresistant than both A375-A7 and control cells, demonstrated by SF2 and o
parameter of survival curves: SF2=0.324+0.03, 0.43+0.16 and 0.89+0.05 and 0=0.45+0.05,
0.20+0.05 and 0 for A375-PCDNAS3, A375-A7 and A375-G10 respectively. DNA damage
sensing was assessed by the detection of phosphorylated H2AX histone (y-H2AX). A lower
induction of y-H2AX foci were found in A375-G10 compared with A375-A7 and control.
Bioinformatic analysis of whole genome expression microarrays data (Affymetrix) from

these cells was performed. A priori defined gene sets associated with cell cycle, apoptosis and
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MAPK signaling pathway were collected from KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes) to evaluate significant differences in gene set expression among cells by GSEA
(Gene Set Enrichment Analysis). A375-G10 showed significant decrease in the coexpression
of genes related to DNA damage response (ATM, TP53BP1 and MRE11A) compared with
A375-A7 and controls. Moreover, A375-G10 exhibited down-regulated gene sets that are
involved in DNA repair, checkpoint and negative regulation of cell cycle and apoptosis.

In conclusion, this expression profile suggests that A375-G10 could escape from DNA
damage-induced apoptosis with the consequent progression in the cell cycle, resulting in
genomic instability and increase of malignancy. Thus, A375-G10 gene expression profile

could be involved in radioresistance mechanisms and malignant features of these cells.
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1. Introduccién

1.1 El Melanoma

Melanoma es el nombre genérico de los tumores melénicos o pigmentados, su nombre
deriva del griego melas: “negro” y oma: “tumor”. Es un tipo de cancer que surge de la
transformacion maligna de melanocitos epidérmicos, las células pigmentadas de la piel
(Smalley, 2010). La mayoria de los melanomas se localizan en la piel y menos
frecuentemente en mucosas. Dado que los melanocitos derivan de la cresta neural, pueden

observarse melanomas en otras localizaciones como retina y meninges.

1.1.1 Epidemiologia del Melanoma

Las tasas de incidencia estandarizadas por edad (ASRw) de melanoma son de 3,1y 2,6
cada 100.000 personas por afio en hombres y mujeres, respectivamente, resultando mayor
frecuencia en hombres y personas caucésicas que habitan regiones con climas soleados
(Ferlay, Parkin et al. 2010). En algunos paises desarrollados es el primer o segundo tumor en
adultos jovenes. De hecho, la tasa de mortalidad mas alta de este tipo de cancer se observo en
Australia (40-60/100.000), en EE.UU (10-20/100.000) y en Europa (10-15/100.000) (Jemal,
Siegel et al. 2008). En un estudio sobre los casos reportados de melanoma especificamente en
Latinoamérica se encontrd que los valores de ASRw del melanoma varian ampliamente desde
1,1 a 6,5 cada 100.000 personas por afio en ambos sexos, para todas las edades y regiones.
Ademas, se observo que la ASRw media es de 4,6 y 4,3 por cada 100,000 personas por afio
para mujeres y hombres, respectivamente con una distribucion por sexo de: 46% en hombres
y 54% en mujeres (Sortino-Rachou, Curado et al. 2011). En Argentina, los datos de
ocurrencia de melanoma son escasos. Un trabajo de Loria y col. comunicé que el nimero de
defunciones y la tasa de mortalidad aumentaron gradualmente, llegando para el periodo 2000-
2004 a un promedio de 2.471 muertes/afio (con una tasa de 1,3 defunciones /100.000
personas) con variaciones entre jurisdicciones, donde la Ciudad Autonoma de Buenos Aires y
el Chaco presentaron las tasas mas altas del pais (3,3 y 1,6/100.000 respectivamente para los

hombres y 1,9 y 1,2/100.000 para las mujeres) (Loria, Gonzéalez et al. 2010).
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En la Tabla | se muestra el nUmero de casos de melanoma y ASRw para todas las
edades en funcion del sexo y la region geogréafica (Curado et al, 2007). En particular el
patrén de incidencia por edad muestra tasas notablemente mas altas entre las personas
mayores, especialmente hombres de 70 afios de edad o mayores.

A diferencia de otros tipos de cancer cutaneo, el melanoma es un tumor que muestra
una marcada tendencia a producir metéstasis. Por lo tanto, aunque sélo representa el 5% de
los tumores malignos de piel, es responsable del 75-80% de las muertes causadas por este tipo
de tumores. Ademas, en estadios avanzados es altamente resistente a los tratamientos
convencionales, tanto de quimioterapia como de radioterapia. Por lo tanto, hay un gran
interés, tanto en el desarrollo de nuevas terapias antitumorales como en el estudio de esta
enfermedad para una mejor comprension de los mecanismos responsables del fenotipo
maligno (Riley, 2003).

Tahla I. Tasas de incidencia estandarizadas por edad del melanoma cadaico.ooo personas en base al género y
poblacidn de los registros de cancer para todas las edades.
Regiones Casos Masaulinoe g5%Cl Casos  Femenino g5%Cl Tasa  Grupo
ASREW ASRW M/S por edades
Argentina, Bahia Blanca 27 33 2,0 - 4,6 29 20 1,8 - 41 1 55 - 50
Brasil, Goiania &9 4d 33 - 5.5 93 45 3.5 -55 1 5 - 54
Brasil, San Pablo 13562 6,5 &1 - 6,0 1687 57 5,4 - 6,0 1,1 60 - 64
Brasil, Brasilia 102 42 33 - 5.2 122 43 3 - 55l 1 50 - 54
Brasil, Cuibd 16 6 1,3 - 4,0 15 1,0 0,0 = 3,0 | 50 - 54
Chile, Valdivia 16 1.5 0,0 - 2,7 3z 5,5 2,3 - 7 0,5 50 - 54
Colombia, Cali 124 L5 2.6 - 42 135 2.0 2.4 -3,5 1.2 55 - 50
Costa Rica 188 2.4 2.0=-28 173 21 1,8-24 11 55 =50
Ecuador, Quito vz 5 1,0 - 3,1 gb 2,0 2,3 -3,5 0,0 55 - 59
Francia, [sla Martinica 18 1.4 0,7-21 10 11 0.6 -1,6 1,3 G0 - 64
Peri, Trugillo 15 1,8 a,5 - 2,8 3% 21 L,E-2.5 0,0 60 - 64
Total 204 4,6 347 2424 43 $2-44 11 60-64
ASRw: Tasa de incidenda estandarizada por edad, [C del g5%: intervalo de confianza del gs%.
Fuente: Cancer Incidence in Five Continents volume IX (CIs - [X)
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1.1.2 Histogénesis del Melanoma

Como mencionamos inicialmente, el melanoma deriva de la transformacion maligna
de los melanocitos. Estas células derivan de la cresta neural y durante el desarrollo
embrionario se diferencian hacia melanoblastos y migran hacia la piel. Tras alcanzar la dermis
migran a la epidermis o al foliculo piloso y se diferencian hacia melanocitos epidérmicos o
foliculares, o se quedan en la dermis y se diferencian hacia nevomelanocitos (Erickson y
Reedy, 1998). Asi, cuando el melanoma se origina en la piel, se lo denomina melanoma
cutaneo (también se puede presentar en las membranas mucosas) y cuando se presenta en el
ojo se llama melanoma ocular uveal.

El melanoma tiene un comportamiento bioldgico que determina el prondstico ya que
presenta dos fases de crecimiento, una radial (intraepidérmico) y otra vertical (intradérmico).
En la fase de crecimiento radial, que puede durar meses o afios, la tumoracion esta limitada a
la epidermis sin presentar capacidad de producir metéstasis, en esta situacion la extirpacion
quirdrgica es curativa. En la fase de crecimiento vertical, la tumoracion invade la dermis con
la capacidad de producir metéstasis linfaticas o sanguineas. Esta teoria da origen al modelo
tradicional o de progresion lineal del melanoma en el cual éste se iniciaria en la epidermis con
la proliferacion de melanocitos en la unién dermo-epidérmica y de forma gradual presentaria
un crecimiento intraepidérmico para afectar la epidermis. En la fase de crecimiento vertical,
se romperia la unién dermo-epidérmica invadiendo la dermis papilar, reticular y tejido graso
subcutaneo (Uong y Zon, 2010). A este modelo se le suma uno nuevo basado en células
madre tumorales de melanoma y el microambiente que apoya la teoria de que las células
madre de melanoma darian lugar directamente a las lesiones clinicas sin progresar por los
elementos intermedios. Ademas, en los estadios méas tardios, el microambiente tumoral
compuesto de los fibroblastos que lo rodean junto con las células endoteliales e inflamatorias
contribuirian y darian soporte a las metastasis (Fig. 1) (Hoerter et al, 2012).

Por lo tanto, teniendo en cuenta que una de las caracteristicas del melanoma es su gran
capacidad metastasica, el estudio de los mecanismos que regulan los procesos de migracion y
metéastasis en melanoma es fundamental para el desarrollo de nuevas estrategias que apunten
al tratamiento de uno de los procesos responsable de la mortalidad de los pacientes con

cancer.
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a. Modelo de progresion lineal

Melanocito Nevus Nevus Crecimiento Crecimiento :
o e — L L e " —_— 3 — Metastasis
Normal Benigno Displasico radial vertical
" s
' 2
/ Y Cél.
b. Modelo de células madre Cél. ‘ Fibroblastosr\ _Endoteliales
y microambiente tumoral Madres P—
\ / Cél.
/ \ ) l/ A Inflamatorias
\ ¢ . :
‘
Mel it N N Crecimiento ML
elanocito__, Nevus__, Nevus __ Crecimient . 00,0
Normal Benigno Displasico radial

Fig. 1. a. Modelo de progresion lineal del melanoma: el desarrollo del melanoma se
observaria como un proceso gradual en el cual los melanocitos maduros normales adquiririan
mutaciones que los haria progresar desde los nevos benignos, nevosdisplasicos, crecimiento
radial y crecimiento vertical del melanoma que daria lugar a la produccion de metastasis. b.
Modelo basado en células madre de melanoma y el microambiente: las células madre de
melanoma darian lugar directamente a las lesiones clinicas sin progresar por los estadios
intermedios y en el cual el microambiente tumoral junto con las células endoteliales e

inflamatorias contribuirian y darian soporte a las metastasis (Hoerter et al, 2012).

1.1.3 Metéastasis

El paso inequivoco de que una neoplasia sea maligna, es la diseminacion de las células
cancerosas del tumor primario a un organo distante. Este proceso conocido como metastasis,
es la causa mas frecuente de muerte en los pacientes con cancer.

Los pasos necesarios para que ocurra la metastasis son: la migracion y la invasion de
células tumorales a los tejidos adyacentes, la intravasacion tanto en los vasos sanguineos
como linfaticos, la supervivencia en estos sitios, sequido de la extravasacién y el crecimiento
en diferentes tejidos de 6rganos. Para lograr estos pasos, las células invasivas adquieren un
fenotipo migratorio asociado con el aumento de la expresion de genes que participan en la
motilidad celular y remodelacion de la matriz extracelular (MEC). Los mecanismos de
migracion utilizados son similares a los que ocurren en células normales, no neopléasicas,
durante procesos fisiolégicos como la morfogénesis embrionaria, la reparacién de heridas
(woundhealing) y el trafico de células inmunes. Sin embargo, a diferencia de los procesos
fisioldgicos, la migracion de las células tumorales parece estar marcada por un predominio de

sefiales promigratorias, con ausencia de sefiales de detencion. Este desbalance de sefiales
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permitiria a las células tumorales volverse continuamente migratorias e invasivas, permitiendo
la expansion del tumor, mas alld de los limites de su tejido. Por lo tanto, entender los
mecanismos que llevan a la motilidad, migracién e invasion celular en cancer y conocer las
moléculas involucradas en este proceso es crucial para un mejor conocimiento del proceso
metastasico y de los posibles blancos para la terapia anti-metastasica (Friedl y Wolf, 2003;
Wang et al, 2004; Yamaguchi et al, 2005).

Con respecto al melanoma, el mayor riesgo de metastasis se da en la fase de crecimiento
vertical, que es cuando se da el dafio dérmico. Las metastasis del melanoma se presentan por
via linfatica y sanguinea y los lugares donde més frecuentemente el melanoma metastatiza
son: piel, tejido celular subcutaneo, ganglios, pulmén, higado y cerebro (Gaviria, J. y Nifio, C.
2005). Se considera que la supervivencia es de 6 a 10 meses cuando aparecen metastasis a
distancia (Stanley, P. 2003). Las metastasis a distancia se pueden presentar sin compromiso
de los ganglios linféticos regionales, debido a la diseminacién hematogena. El riesgo de
metéastasis esta directamente influenciado por la profundidad del tumor (Gaviria, J. y Nifio, C.
2005).

1.2 Radiacion lonizante

Las radiaciones ionizantes son aquellas que al interactuar con la materia tienen la
energia suficiente para desprender electrones de &tomos o0 moléculas, produciendo por lo tanto
una ionizacién. Los electrones ocupan orbitales de energias definidas en la estructura de los
atomos, moléculas o iones. Para producir la ionizacion, es necesario suministrar una cantidad
de energia que represente la energia de enlace del electrén. La energia de enlace del electrén
mas exterior que corresponde al primer potencial de ionizacion es del orden de 10 eV. La
absorcion de una energia menor a la requerida para producir una ionizacién puede conducir a
una excitacion, que implica el pasaje de un electron a una Orbita mas externa. Los atomos o
moléculas ionizadas o excitadas tienen un exceso de energia interna, que puede ser suficiente
para producir la disociacion de la molécula.

Las ionizaciones y excitaciones se generan como resultado de la interaccion de la
radiacion con los electrones que se encuentran cerca de sus trayectorias. Las radiaciones

ionizantes por su naturaleza de interaccion con el medio se pueden clasificar en radiaciones
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directamente ionizantes (particulas con carga eléctrica) y radiaciones indirectamente
ionizantes (eléctricamente neutras). Las particulas cargadas pueden ser electrones, protones,
deuterones, iones pesados, etc. y las radiaciones indirectamente ionizantes son los fotones y
neutrones. Estas Gltimas producen ionizacion a través de las particulas cargadas que ponen en
movimiento al atravesar el medio, siendo electrones secundarios en el caso de los fotones y

protones secundarios en el caso de los neutrones (Tubiana, M. 1990).

1.2.1 Efectos Biologicos de las Radiaciones lonizantes

Los efectos biologicos de la irradiacion son el producto final de una larga serie de
fendmenos que se dan por el paso de la radiacion a través del medio. Las perturbaciones
fisicas generadas por la radiacion conducen a reacciones fisico-quimicas, luego reacciones
quimicas y, finalmente, el efecto bioldgico. Este efecto se da inicialmente por el dafio a las
biomoléculas esenciales para la vida, como los acidos nucleicos. El efecto bioldgico puede
producirse aun cuando el nimero de eventos de ionizacion y excitacion y la energia que
representan sean muy bajos. Sin embargo, es suficiente para dar como resultado la produccién

de lesiones que conducen a la muerte celular.

En una primera aproximacion una célula puede ser considerada como una solucion
acuosa. La radiacion puede tener un efecto directo en las moléculas de soluto produciendo
lesiones en ellas 0 una accion indirecta debido a la interaccion entre las moléculas de soluto y
los productos de la radiolisis del agua. En el efecto directo las moléculas excitadas y ionizadas
tienen un exceso de energia y son inestables. Este exceso de energia puede ser disipada, ya
sea por emision de fotones (fluorescencia) con retorno al estado inicial o por ruptura de un
enlace covalente generando la escision de la molécula en dos radicales libres. La escision es
mas probable después de una ionizacion que después de una excitacion debido a que la
cantidad de energia recibida es mayor en el primer caso. En el efecto indirecto el resultado es
la interaccion entre los productos de la radidlisis del agua y las moléculas contenidas en la
solucion acuosa. Estos radicales generados por la radiélisis del agua difunden en la solucion y
reaccionan con las moléculas de soluto, produciendo modificaciones quimicas (Fig. 2)
(Tubiana, M. 1990).
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Fig.2. Efectos directos e indirectos de los rayos X y y. En el efecto directo se muestra
interaccion entre una molécula de ADN y un conjunto de electrones en movimiento despues
de la absorcion de un foton. En el efecto indirecto un electron puesto en marcha después de la
absorcion de un foton interactia con una molécula de agua. Se produce un radical, por
ejemplo OHe, que a su vez produce una lesion en la molécula de ADN. Se estima que los
radicales libres producidos en un cilindro de radio de 2 nm con su eje a lo largo de la
molécula de ADN, pueden atacar este ultimo. El efecto indirecto es dominante para las

radiaciones de baja LET (Transferencia lineal de energia).

El tipo y la magnitud del dafio dependen del tipo de radiacion, de su energia, de la
dosis absorbida, de la zona afectada y del tiempo de exposicion.

El efecto de la radiacion dependera del lugar en donde se produzca la interaccion: en
el nacleo celular, en donde se encuentra el material genético de la célula; o en el citoplasma
celular, en el que se hallan la mayoria de las organelas celulares y se realizan las actividades
metabdlicas de la célula.

El principal blanco bioldgico de las radiaciones ionizantes es el ADN. En el caso de
producirse dafio sobre moléculas como carbohidratos, lipidos o proteinas, que resulten en su
alteracion, solo se ocasionaran efectos transitorios ya que dichas moléculas dafiadas podran

volver a ser sintetizadas en el metabolismo normal.
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Las lesiones en el ADN producidas por la radiacion ionizante incluyen rupturas de
cadena (simple y doble), alteracion de bases, destruccion de azucares, cross-linkingy
formacion de dimeros. Las rupturas de cadena son las méas frecuentes. Las rupturas de simple
cadena son producidas principalmente por efecto indirecto del radical OHe y son facilmente
reparables. Por otra parte las rupturas de doble cadena (DSBs) pueden traer consecuencias
permanentes ya que son dificiles de reparar, pudiendo generar aberraciones cromosomicas
como deleciones, inserciones y translocaciones. Cuando la radiacion incide sobre una o unas
pocas moléculas de ADN vy la lesion se repara completamente no tiene consecuencias. Por el
contrario, si la lesion no se repara en su totalidad entonces las consecuencias pueden ser
graves.

Todos los organismos vivos presentan mutaciones espontaneas, la radiacion produce
un aumento en la frecuencia de mutaciones, pudiendo llegar a saturar los mecanismos de
reparacion. Asi, las lesiones causadas por la radiacion en el ADN se clasifican segun su
impacto en la supervivencia de la celula de forma cualitativa, pudiendo ser lesiones
subletales, que pueden ser reparadas por mecanismos enzimaticos y por si solas no conllevan
a la muerte celular. Las lesiones letales, donde los dafios producidos no pueden ser reparados,
son lesiones irreversibles y conducen a la muerte celular. Las lesiones potencialmente letales
son dafios cuya probabilidad de reparacion va a depender de las condiciones metabdlicas de
dicha célula, posteriores a la irradiaciéon (Tubiana, M. 1990).

Es importante resaltar que el concepto de muerte celular mas relevante en el efecto de
la irradiacion es la pérdida de la capacidad reproductiva de las células, aunque su aspecto y
sus funciones metabolicas sigan estables durante cierto tiempo. De esta forma se dice que

dicha pérdida de capacidad reproductiva equivale a muerte celular (Tubiana, M. 1990).

1.2.2 Respuesta al Dafio al ADN

Como se mencioné anteriormente, las DSBs son las més dafiinas para la célula, ya que
pueden provocar aberraciones cromosomicas, si no logran ser reparadas eficientemente y por
lo tanto, mitosis anormales y muerte reproductiva. Existen dos mecanismos que reparan las
DSBs (Fig.3):
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o Reparacion por recombinacion homologa: Este mecanismo utiliza una

estrategia de recombinacion similar a la que opera en el intercambio de cromatidas que

se da en la meiosis, uniendo regiones homdlogas de los cromosomas paternos y

maternos. Consiste en la escision enzimatica de un segmento de cada cadena dafada

seguido de la sintesis de una hebra nueva de ADN por un mecanismo que toma como

molde la hebra complementaria del cromosoma homaologo.

. Reparacién por union de extremos no homélogos: A diferencia del

mecanismo por recombinacion homologa, esta reparacion no utiliza una cadena

molde. En este proceso se reincorporan los dos extremos rotos directamente y conduce

a pequenas deleciones de secuencias de ADN.
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Fig. 3. Mecanismos de reparacién de DSBs. Modificado de Khanna y Jackson, 2001.
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En presencia de DSBs, la célula desencadena una respuesta coordinada, la respuesta a
dafio en el ADN (DNA damage response o DDR), cuyo principal objetivo es la reparacion del
dafio y el mantenimiento de la integridad gendmica (Harper et al. 2007). La maquinaria de la
DDR detecta la lesién y pone en marcha mecanismos de reparacion. Dependiendo de la
naturaleza y de la gravedad de las lesiones, la DDR, ademés de activar la reparacién, puede
detener el ciclo celular, activar programas de transcripcién e incluso desencadenar la muerte
celular programada de la célula (apoptosis). La inmensa mayoria de pequefias lesiones, como
las modificaciones puntuales de las bases que se producen constantemente, son reparadas sin
ningun trastorno para la célula. No obstante, las DSBs son las lesiones estructurales que
desafian mas gravemente la integridad del ADN y pueden disparar una sefial que implicara la
parada del ciclo celular por activacion de los puntos de control del ciclo celular (o
checkpoints) (Martinez Pastor, B. 2010).

Existen varias moléculas involucradas en la sefializacién y reparacion del dafio al
ADN. La histona H2AX pertenece a la familia de las histonas H2A. Es una variante que se

expresa constitutivamente y es incorporada al azar dentro de los nucleosomas (Fig. 4).

Fig. 4. Estructura de nucleosomas conteniendo la variante histona H2A. (Paul A. Marks, et al.
2001)

La H2AX contiene una secuencia serina-glutamina-acido glutdmico-leucina en el
extremo C-terminal, la cual es la principal responsable de su funcién. Esta secuencia es
blanco de las quinasas ATM (del inglés, ataxia-telangiectasia mutated), ATR (del inglés,
ataxia telangiectasia and Rad3-related) y ADN-PK (del inglés, DNA-dependent protein
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kinase), que fosforilan el residuo conservado de serina en la posicion 139 como respuesta al
dafio en el ADN. La fosforilacion de la variante de histona nucleosomica H2AX, denominada
v-H2AX, esté involucrada en la deteccién y reparacion del dafio al ADN. La presencia de la
carga negativa extra aportada por el grupo fosfato, genera una descondensacion localizada de
la cromatina, que proporciona un mayor acceso a los diversos factores y complejos

enzimaticos de las vias de reparacion (Fig.5).

Alteracion estructural de la cromatina | Dano al ADN
(desenrrollamiento del ADN)

>SODL oss

Fig. 5. Fosforilacion de H2AX inducida por una ruptura de doble cadena (DSB) (Bracalente,
2007).

La integridad del genoma se encuentra constantemente monitoreada durante el ciclo
celular por proteinas que detectan y sefializan el dafio producido en el ADN. Estas sefiales son
amplificadas y transmitidas hacia otras proteinas involucradas en el arresto del ciclo celular,
reparacion de las lesiones o apoptosis. Esta sofisticada red de interacciones constituye la
DDR. La generacion de aberraciones cromosémicas puede producir defectos en el desarrollo,
enfermedades neurodegenerativas, inmunodeficiencia y predisposicién al cancer. En la DDR,
se producen modificaciones epigenéticas en el contexto de la cromatina que remodelan su
estructura o actian como sefiales especificas. La fosforilacion de la Ser-139 de la variante de

histona H2AX mediada por ATM, ATR y ADN-PK es una de las primeras modificaciones que
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sufren las histonas en respuesta al dafio. Estas proteinas a su vez integran las vias de control
del ciclo celular y de la reparacion del ADN. La deteccion de y-H2AX mediante
inmunomarcacion ha sido desarrollada principalmente en nucleos en interfase, o que permite
la visualizacion de focos en los sitios de dafio. La y-H2AX es considerada un marcador
especifico para la evaluacion de lesiones del ADN de células sometidas a agentes
clastogénicos (Basso Alfonso S. et al. 2012). Los focos de y-H2AX pueden ser visualizados
en menos de 3 minutos después de que la célula ha sido irradiada, y su cantidad aumenta
rapidamente hasta un méximo a los 30 minutos post-irradiacion. Los focos de y-H2AX son
proporcionales a la dosis de radiacién, siendo el nimero de focos proporcional al nimero de
DSBs (Rogakou et al. 1999).

Una vez reparado el ADN, es necesario reestablecer la estructura de la cromatina, por
lo tanto es indispensable la remocion de y-H2AX que desestabiliza la estructura con su grupo
fosfato. Este restablecimiento de la organizacion de la cromatina se puede producir mediante
la sustitucion de la y-H2AX por una histona sin fosforilar o por desfosforilacion directa de la
histona presente en el nucleosoma. Por lo tanto, mediante inmunomarcacion de los focos de y-
H2AX, es posible detectar la induccién de DSBs y su reparacion. Se ha establecido una
relacion proporcional entre el nimero de focos de y-H2AX y las DSBs, de esta forma los
focos de y-H2AX son reconocidos como marcadores cuantitativos de este tipo de dafio en el
ADN (Rothkamm y Lobrich 2003; Ismail 2007; Kinner 2008). La deteccién, mediante
distintas técnicas, de y-H2AX permite identificar focos nucleares y determinar su nimero y
frecuencia, detectar el dafio gendmico y su reparacion y determinar la radiosensibilidad
celular. La estimacion de y-H2AX es una medida sensible de la extension del dafio al ADN
tras la exposicion de la célula a cualquier agente genotoxico (como radiacién o agentes
quimioterapicos) (Xuan Huang et al. 2006). La desfosforilacion de la histona se ha
correlacionado con la reparacion de las DSBs. Es importante destacar que la formaciéon local
de y-H2AX permite la deteccion microscopica de los distintos focos que representan una
DSB. El potencial que presenta este método para detectar un foco dentro del nicleo hace que

actualmente sea el mas sensible para evaluar DSBs (Ismail I.H. et al. 2007)
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Respecto a su actividad funcional podemos asumir que la fosforilacion de H2AX es
funcionalmente importante al conocer que la lesion responsable de la induccion de muerte
celular en el ADN son las DSBs (James E. Cleaver. 2011).

Entre los efectos de la radiacion destacan, por su importancia bioldgica, las DSBs en
el ADN. Si éstas quedan sin reparar conducen a mutaciones, aberraciones cromosomicas,
transformacion/muerte celular. Asi, la relacion entre las DSBs, su reparacion y la accion y

deteccidn de la histona H2AX fosforilada adquiere gran importancia.

La y-H2AX es un punto de atraccion para muchos componentes de la respuesta frente
a DSBs del ADN (James E. Cleaver. 2011). Por ejemplo, media la translocacién de p53 al
foco radioinducido (Xuan Huang et al. 2006). H2AX protege la integridad del genoma frente

a la carcinogeénesis y su defosforilacion se asocia a una mayor supervivencia celular (Fig.6).

DNA damage/DSB Recovery from cell

% cycle checkpoint k

ATM Wipl )
ATR 4 Retention of MRN, MDC1,
DNA-PK 53BP1 at DSB response/
L \O\ / cell cycle arrest
/
MSK1 - > Apoptosis

—_—
Phosphorylation

Reduced cellular
transformation

Fig. 6. Fosforilacion de la histona H2AX humana. (Banerjee T., Chakravarti C. 2011)

H2AX se fosforila no solo en respuesta a lesiones en el ADN causadas por factores
genotoxicos externos, sino que también existe una fosforilacién intrinseca que depende del

ciclo celular, tipo celular y la induccién de apoptosis (Xuan Huang et al. 2006).
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1.3 Tecnologia de Microarrays en Cancer

Existe una enorme cantidad de informacion sobre la aplicacion de las tecnologias moleculares
de la era post-genoma humano para el estudio de los distintos tipos de cancer. La perspectiva
de que los laboratorios de gendmica cuenten de rutina con tecnologias de alto rendimiento
abre la posibilidad de la caracterizacion sistematica de los eventos genéticos completos que
dan lugar a una célula cancerosa. Tradicionalmente, las estrategias de tratamientos a aplicar y
la prediccion sobre la posible evolucion clinica se basan en datos histologicos y clinicos y mas
puntualmente en la deteccion de marcadores bioquimicos o moleculares especificos. En
algunos casos, estos marcadores permiten predecir el grado de malignidad del tumor y por lo
tanto la posible evolucion clinica, como asi también desarrollar posibles tratamientos
selectivos. Sin embargo, si bien existe una gran cantidad de informacién del estudio de genes
individuales, estos avances no han sido suficientes para lograr la cura de la enfermedad.
Consecuentemente, una de las prioridades en la investigacion en cancer sigue siendo
identificar los maltiples eventos asociados a la transformacién celular a fin de generar terapias
especificas, selectivas y dirigidas a cada tipo de tumor de acuerdo a su perfil bioquimico-
molecular. Los avances de la biologia molecular moderna a partir del conocimiento del
genoma humano permiten evaluar los cambios en la expresion génica de miles de genes a la
vez a través de, por ejemplo, la tecnologia de microarrays. Esta metodologia es una muy
buena herramienta que contribuye a la identificacion de maultiples eventos moleculares al
mismo tiempo, facilitando la identificacion de nuevos marcadores diagndésticos y el desarrollo
de modelos de prediccion de evolucion de la enfermedad, como asi también el disefio de
estrategias terapéuticas especificas. Asimismo, los resultados obtenidos de estos ensayos
aportan nueva informacién para ser analizada dentro de las bases de datos de microarrays
mediante la aplicacion de herramientas bioinformaticas (Khosravi Shahi, P. y Perez Manga,
G. 2006; Ramirez J. et al. 2003; Gonzalez A. D. 2002).

Los tumores de origen esporadico, que comprenden la mayoria de los tumores, incluido el
melanoma, surgen de la adquisicion de alteraciones somaticas, genéticas y epigenéticas. En la
Gltima década, la disponibilidad de un mapa completo del genoma humano, asociada a los
significativos avances tecnoldgicos, ha revolucionado la busqueda de alteraciones somaticas
en los genomas de los tumores. Dentro de un mismo tipo de tumor existen muchos genes

infrecuentemente mutados y otros pocos mas frecuentemente mutados, resultando en una
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heterogeneidad genética importante. De todas formas, cuando estos genes alterados se ubican
dentro de procesos bioldgicos o vias de sefiales bioquimicas o moleculares, esta complejidad
se reduce significativamente y las vias compartidas que se encuentran afectadas en gran
variedad de tumores pueden ser dilucidadas (Bell D.W. 2010). Asi, se espera que los
catadlogos de alteraciones genéticas resultantes apunten a identificar genes candidatos en
cancer para ser validados con el fin de determinar si pueden presentar un rol causal en la
tumorigenesis, esperando que estos nuevos conocimientos aporten mejoras en el diagnostico,
prondstico y tratamiento del cancer.

Entre las tecnologias de alto rendimiento, la tecnologia de microarrays es utilizada
para analizar anormalidades: a nivel genémico, tales como evaluacion de pérdidas, ganancias
o amplificaciones génicas y a nivel de expresion génica, pudiendo detectarse niveles de
expresion, eventos de splicing alternativo y alteraciones del procesamiento del mRNA.
También permite evaluar SNPs (del inglés, single nucleotide polymorphisms) e identificar
cambios en la metilacion del ADN (Cowell J.K. y Hawthorn L. 2007). En la ultima década, la
tecnologia de microarrays de expresion ha mostrado prometedoras mejoras en las estrategias
actuales de pronostico y en el tratamiento del cancer (Hoek K. S. 2007). Quizas, el uso mas
avanzado de los microarrays de expresion con fines pronosticos en la clinica es el caso de
pacientes con céncer de mama. Actualmente, la FDA (del inglés, US Food and Drug
Administration) ha aprobado una firma prondstica de 70 genes (MammaPrint) (Van’t Veer
L.J. et al. 2002) para ser evaluada en un estudio clinico prospectivo y randomizado
comparandola con criterios clinico-patoldgicos para seleccionar pacientes para quimioterapia
adyuvante (Schramm S.J. et al. 2012).

1.4 Objetivos

Si bien en los ultimos afios se ha avanzado mucho en el estudio del melanoma, los
mecanismos moleculares subyacentes a la adquisicion del fenotipo invasor y resistente
todavia no han logrado ser completamente descifrados. En este proyecto se pretende evaluar
la radiosensibilidad intrinseca de un modelo de clones estables de melanoma humano
derivados de la misma linea celular amelandtica (A375) que presentan distinto fenotipo, uno
diferenciado y con capacidad de pigmentacion y otro, invasivo y metastasico, a fin de aportar

posibles mecanismos de radiorresistencia y su asociacion con la progresion maligna. Este
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modelo ha sido evaluado previamente en el laboratorio utilizando datos de tecnologias de alto

rendimiento como los microarrays de expresion.

Para abordar el objetivo general de este proyecto, se plantearon los siguientes

objetivos especificos:

° Definir grupos de genes involucrados en procesos asociados a la
progresion tumoral y a la resistencia a radiaciones ionizantes utilizando herramientas
bioinformaticas estandar y algoritmos ad hoc. Evaluar el perfil de expresion conjunta
de los grupos de genes definidos a priori en los datos de microarrays de expresion
obtenidos en nuestro laboratorio a partir de las células de melanoma humano con
distinto grado de agresividad del modelo mencionado. Con esto se propone definir
grupos de genes asociados a radiorresistencia, a fin de desarrollar una primera
aproximacion al estudio de la asociacion entre la radiorresistencia y la agresividad en

estas células de melanoma.

) Evaluar la radiosensibilidad intrinseca del modelo de melanoma
mencionado en respuesta a radiacion ionizante gamma mediante la evaluacion de la
proliferacion celular, la obtencién de curvas de sobrevida y su ajuste a los modelos
matematicos correspondientes (lineal-cuadratico o exponencial), la deteccion de
proteinas involucradas en la respuesta al dafio al ADN vy la evaluacién de la induccién

de apoptosis.

A partir de estos estudios, se seleccionaran los genes mas relevantes con potencial
prondstico de agresividad tumoral y radiorresistencia que surjan del andlisis anterior para ser
validados mediante técnicas convencionales de biologia molecular y celular en el modelo de
melanoma ya mencionado. A futuro se pretende extender estos estudios a otras lineas
celulares de melanoma humano como por ejemplo, SB2 y Mel-J, con el fin de confirmar

nuestros resultados.

Pagina 23 de 101



ESTUDIO DE GENES ASOCIADOS AL DANO AL ADN Y SU RELACION CON LA
RADIOSENSIBILIDAD INTRINSECA DE CELULAS DE MELANOMA CON DISTINTO GRADO DE
AGRESIVIDAD Camila Florencia Zuccato

A través de la realizacion de este proyecto se busca detectar grupos de genes
modulados en su expresion que permitan profundizar los estudios de las vias moleculares
asociadas a invasion y resistencia, cada una de las cuales interviene en la progresion tumoral,

y de esta manera nos permita evaluar su interconexion en melanoma.
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2. Estado del Arte

2.1 Caracterizacion del Modelo de Melanoma Utilizado

En este trabajo se evaluard un modelo de clones estables de melanoma humano
derivados de la misma linea celular amelanética (A375) que presentan distinto fenotipo, uno
diferenciado y con capacidad de pigmentacion (A375-A7) y otro, invasivo y metastasico
(A375-G10) (Bracalente C. et al. 2016a; Bracalente C. et al 2016b).

Este modelo de melanoma fue generado en el marco de la tesis doctoral de la Dra.
Candelaria Bracalente, a partir de la sobreexpresion del gen de la catalasa humana, una
enzima antioxidante que disipa el H>O> en agua y oxigeno.

Brevemente, la caracterizacién in vitro, in vivo e in silico de este modelo permitid
diferenciar ambos clones a nivel fenotipico y genotipico entre si y respecto de los controles
(células A375 transfectadas con el plasmido sin inserto, A375-PCDNA3, y A375 no
transfectadas) (Bracalente C. et al. 2016a; Bracalente C. et al 2016b). EI clon A375-G10,
aunque mostro ser menos proliferativo y tumorigénico, de acuerdo con trabajos previos que
demuestran el efecto antitumoral de tratamientos con catalasa (Hyoudou et al, 2009; Ibanez et
al, 2011; Nishikawa y Hashida, 2006) lo cual se asociaria a los bajos niveles de H>O>
observados, presentd un incremento de la migracion celular, de la expresion de cofilina y
CAP1 asociada con tumores agresivos. Ademas este clon presentd capacidad metastasica in
vivo y su perfil de expresion génica se asocié a firmas prondsticas bibliogréficas de
melanomas invasivos y con un grado mayor de agresividad (Bracalente C. et al. 2016a;
Bracalente C. et al 2016b). En cambio, si bien el clon A375-A7 mostr6é una tumorigenicidad
semejante al control, a pesar de su menor capacidad proliferativa in vitro y sus bajos niveles
de H20», los tumores inducidos por este clon mostraron caracteristicas asociadas a la
diferenciacion celular debido a que presentaron pigmentacion y a nivel histologico se
observaron depdsitos de melanina, lo cual coincide con el fenotipo diferenciado y menos
agresivo descripto en este clon. Ademas, la diferenciacion celular observada en el clon A375-
A7 in vitro fue corroborada in vivo al determinar que los tumores inducidos por este clon
presentaban mayor expresion de TYRP1. Si bien existen pocos estudios en cuanto a la
expresion de esta proteina en la progresion del melanoma, Fang et al la describieron presente

en melanomas de crecimiento radial y ausente en los de crecimiento vertical (Fang et al,
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2001), sugiriendo que la pérdida de expresion de TYRP1 estaria vinculada a la adquisicion de
un fenotipo mas invasivo. Esta hipdtesis coincide con el trabajo de Ghanem et al en el cual se
describe la desaparicion selectiva de esta proteina en melanomas mas agresivos Yy
metastasicos (Ghanem y Fabrice, 2011). La participacion de TYRP1 en la via de sintesis de
melanina podria explicar la pigmentacion observada en los tumores generados por el clon
A375-A7 que se corresponden con el mayor contenido de melanina observado in vitro. Estos
resultados en conjunto con la morfologia similar a melanocitos, la ausencia de capacidad
invasiva y el perfil de expresion de genes asociados a melanomas mas diferenciados y de baja
agresividad confirman el mayor grado de diferenciacion de este clon que estaria asociado a un
fenotipo menos agresivo (Bracalente C. et al. 2016a; Bracalente C. et al 2016b).

2.2 Terapias Convencionales para el Melanoma

El tratamiento del melanoma en estadios iniciales se realiza mediante la reseccidn quirdrgica
obteniendo una muy buena respuesta, mientras que el tratamiento sistémico del melanoma se
utiliza en los estadios avanzados o como terapia adyuvante en pacientes con un significativo
riesgo de recaida (Batus M. et al. 2013).

Los agentes quimioterapéuticos mas utilizados en melanoma aplicados como monodroga son
dacarbazina, temozolomida, paclitaxel u otras drogas con incluso menor respuesta como
carboplatino y vinblastina. Sin embargo, con ninguna de estas drogas se ha obtenido una
buena tasa de respuesta. Los esquemas de poliquimioterapia o quimioinmunoterapia, que
incluyen, por ejemplo, al interferon alfa, se usan como terapia adyuvante de primera linea en
pacientes con riesgo de recaida. Si bien estos esquemas terapeuticos han tenido mejor
respuesta, presentan comprensiblemente mayor toxicidad que la aplicacion de agentes Unicos,
por eso se recomiendan sélo en aquellos casos en los que es necesaria una rapida respuesta
objetiva (Asociacion Médica Argentina, et al. 2011). Por lo tanto, si bien no hay un
tratamiento estandar para los pacientes portadores de melanoma avanzado, la dacarbazina es
el agente citotoxico mas utilizado en primera linea, teniendo un perfil de toxicidad aceptable y
se considera de referencia para esta enfermedad aunque presente respuesta completa sélo en el
5% de los casos y su efecto sea de corta duracion (Tentori L. et al. 2013). La inmunoterapia
basada en el bloqueo de CTLA-4 (regulador negativo de la respuesta inmune mediada por
linfocitos T), y las drogas dirigidas contra blancos moleculares, como el BRAF mutado
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(BRAF V600E), han mejorado, actualmente, el prondstico de los pacientes con enfermedad
avanzada (Robert C. et al. 2013). Sin embargo, no se ha logrado obtener un beneficio a largo
plazo incluso con las nuevas drogas recientemente aprobadas (Tentori L. et al. 2013). Por lo
tanto, el manejo del melanoma metastasico continta siendo un desafio y en este marco el
estudio de genes prondsticos de resistencia a la terapia se vuelve fundamental para contribuir

al desarrollo de nuevas estrategias que permitan una mejor respuesta de los pacientes.

Otro agente terapéutico para el manejo del melanoma avanzado es la radiacion ionizante
aunque este tipo de cancer haya sido historicamente considerado resistente a la radioterapia.
Sin embargo, actualmente, el papel de esta terapia en la paliacion de los sintomas asociados al
melanoma es muy importante y tiene un rol fundamental en el manejo de las metéstasis en
cerebro y hueso (Rastrelli M. et al. 2014). En general, se necesitan dosis altas de radiacién ya
que los estudios in vitro revelaron un alto nivel de reparacion del dafio en melanoma ante
dosis convencionales por fraccion (Forschner A. et al. 2013). El uso de la radioterapia en
melanomas primarios se reserva para aquellos casos en los que no es posible o no es
razonable realizar la cirugia con intento curativo o cuando los margenes no son adecuados y
no es posible una nueva cirugia. También se considera la radioterapia adyuvante en
melanomas del tipo desmopléasico — neurotropo que tienen alta tendencia de recaida local
(Dummer R. et al. 2009). De esta manera, es importante estudiar mecanismos asociados a la
radiorresistencia en melanoma para poder detectar posibles nuevos blancos terapéuticos y
desarrollar nuevos protocolos de manejo radioterapéutico que permitan mejorar la respuesta

de los pacientes.

2.2.1 Interaccion entre las Vias de Invasion y Resistencia a las Terapias en Cancer

Tradicionalmente, se consideraba que las vias de sefiales que regulan la invasion y la
resistencia a los agentes terapéuticos en cancer pertenecian a distintos procesos y funcionaban
por separado (Alexander S. y Frield P. 2012). De esta manera, se le dio peso a que la
diseminacion metastasica resultaba principalmente de la adquisicion de un fenotipo invasivo
migratorio controlado por el microambiente tumoral, mientras que la resistencia a los agentes
terapéuticos era regulada por alteraciones genéticas moleculares y un mal funcionamiento de
las vias asociadas a la reparacion del ADN como consecuencia de la seleccion clonal y la
presion del microambiente (Filder 1. J. 2003; Hanahan D. y Weinberg R.A. 2011;
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Blagosklonny M. V. 2002; Meads M. B. et al 2009; Barckhausen C. et al 2014). Por lo tanto,
estos procesos han sido ampliamente estudiados pero aisladamente uno del otro. Sin embargo,
recientemente se ha observado una superposicion de los mecanismos subyacentes a estas vias

de sefiales (Alexander S. y Frield P. 2012) que amerita un estudio mas profundo.

La adquisicion de la habilidad de invadir por las células tumorales puede suceder de manera
intrinseca o adquirida y es frecuentemente observada ante el estrés inducido por las terapias o
la inflamacion (Spano D. et al 2012; Alexander S. y Frield P. 2012; De Bock K. et al. 2011,
Kargiotis O. et al. 2010; Wyckoff J. et al. 2004; Yilmaz M. y Christofori G. 2010; Hess D.A.
y Allan A.L. 2011).

La resistencia ocurre cuando las células cancerigenas logran escapar de los efectos citotoxicos
0 citostaticos de la terapia, lo que conlleva a la sobrevida de la célula y a la progresion
tumoral o a la recaida luego de un periodo de inactividad. De la misma forma que para la
adquisicion de la capacidad de invasion, la resistencia puede ser intrinseca debido a la
acumulacion de mutaciones oncogénicas durante la progresion tumoral (Blagosklonny M. V.
2002) o adquirida como una respuesta reactiva adaptativa al estrés del microambiente
generado por agentes quimioterapéuticos, radiacion o cirugia, resultando en la aparicién de
mutaciones de novo y/o alteraciones en las vias de sefializacion (Alexander S. y Frield P.
2012; De Bock K. et al 2011; Gottesman M.M. 2002; Bertout J.A et al 2008; Duda D.G. et al
2011). Ademas, puede surgir como una via de escape del sistema inmune (Garrido F. et al.
2010; Singer K. et al 2011). Todos estos tipos de resistencia convergen en un resultado
similar que es la alteracion de los puntos de chequeo del ciclo celular y la inhibicion de la
induccion de apoptosis, con la consecuente sobrevida de la célula cancerigena asociada a la

progresion tumoral (Alexander S. y Frield P. 2012).

En algunos tumores como el melanoma, los genes involucrados en la reparacion del ADN y el
chequeo del ciclo celular, cuya alteracion se ha relacionado historicamente a la resistencia a
los tratamientos, se encuentran sobreexpresados y esto también se ha asociado a la capacidad
metastasica, mientras que en otros tipos de cancer se ha observado lo contrario. VVarios genes
relacionados con la respuesta al dafio al ADN como RAD9, PARP1, BRCAL, ATM y TP53
también han sido asociados al proceso metastasico. Sin embargo, no ha sido determinado,

todavia, si la funcion de estos genes en los procesos de reparacion del dafio al ADN es
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necesaria para promover la metéstasis o si otras actividades en las que pueden estar
involucrados son las responsables (Broustas C.G. y Lieberman H.B. 2014). Por lo tanto, es
importante estudiar el rol de estos genes en la regulacion del fenotipo metastasico. Por otro
lado, ciertas vias de sefializacion han sido exploradas como candidatas a estar involucradas
tanto en invasion como en resistencia, entre ellas se incluyen las vias de PI3K (del inglés,
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase) y la serina-treonina quinasa mTOR (del
inglés, mechanistic target of rapamycin), MAPKs (del inglés, mitogen-activated protein
kinase), la familia de quinasas Src y la sefializacion de integrinas (Alexander S. y Frield P.
2012; Downward J. 2003; Kim L.C. et al. 2009; Santiskulvong C. et al. 2011; Desgrosellier
J.S. y Cheresh D.A. 2010; Maira S.M. et al. 2009; Yap J.L. et al. 2011). De todas formas,
faltan estudios que evaluen la subyacente superposicion y la interconexion de las vias
moleculares asociadas a invasion y resistencia, las cuales intervienen en la progresion

tumoral.

2.2.2 Radiorresistencia de las Células de Melanoma

Por lo general, las células de melanoma son relativamente resistentes a los efectos
citotoxicos de la radiacion ionizante limitando de esta manera el uso de la radioterapia para el
tratamiento del melanoma (Munshi A. et al. 2004). La interrupcion de ciertas vias de
sefializacion intracelular provoca la extraordinaria resistencia del melanoma tanto a la
quimioterapia como a la radiacion, esto se basa en mecanismos genéticos y epigenéticos
alterados que, a su vez, dan como resultado la alteracion de la maquinaria de muerte celular
y/o la activacion excesiva del crecimiento celular y las vias de supervivencia (Hassan M. et al.
2015).

Respecto a la radiosensibilidad intrinseca, durante la progresion del tumor los clones
de células pueden adquirir mutaciones genéticas que alteran la sefializacion y las propiedades
de diferenciacion, lo que resulta en un crecimiento ilimitado y capacidades de supervivencia
mejoradas. Con mutaciones genéticas adicionales y pasos de seleccion, la resistencia
intrinseca resulta en sub-clones con diversas y adaptables propiedades de resistencia. Varios
reguladores del ciclo celular y la supervivencia pueden ser afectados por mutaciones

oncogenicas. Estas mutaciones imponen un control defectuoso del ciclo celular y resistencia a
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la apoptosis, asi como la supervivencia de las células tumorales a pesar de estrés genotdxico
(Alexander S. 2012).

Alteraciones en el gen que codifica para la proteina p53 pueden jugar un papel
significativo en la radiorresistencia de algunas lineas celulares de melanoma humano.
Estudios previos demostraron que un tratamiento con una dosis 10Gy de rayos X da lugar a
una sub-expresion sistematica de varias proteinas importantes que intervienen en el ciclo
celular, la replicacion del ADN vy la estabilidad cromosomal 48 horas después de la
irradiacion. EI melanoma es un tumor maligno con altas propiedades invasivas y metastasicas
y su radiorresistencia influye gravemente el resultado clinico. Por lo tanto, seria interesante

mejorar la sensibilidad de las celulas de melanoma a la radioterapia. (Wang F. et al. 2013).

2.3 Histona H2AX y Radiosensibilidad

El nivel de y-H2AX se ha utilizado en estudios in vitro como herramienta para la
estimacion de radiosensibilidad celular y como un biomarcador para estudios individuales en
los ensayos de pacientes para medir el dafio del ADN después de la radioterapia y / o
quimioterapia (Qvarnstrom et al. 2004). Estudios recientes con células de melanoma HTB140
expuestas a rayos gamma en el intervalo de dosis de 1 a 16 Gy, a diferentes intervalos de
tiempo después de la irradiacion, demostraron que el nivel de y-H2AX es tiempo-y dosis-
dependiente. La proteina y-H2AX se considera que es un indicador sensible de DSBs en el
ADN, el desarrollo de diferentes ensayos de formacion de y-H2AX y los andlisis de datos
correspondientes son de gran importancia experimental e incluso clinica (Bulat T. et al.
2016).

Otros autores sugieren que el ensayo y-H2AX puede cumplir la funcién de un
biomarcador rapido y sensible que puede utilizarse para estudios epidemiolégicos con el fin
de medir las variaciones en la radiosensibilidad. Los polimorfismos de genes de reparacion
pueden afectar a la formacién y reparacion de DSBs. El analisis de focos de y-H2AX, asi
como los polimorfismos de genes de reparacion de DSBs se pueden utilizar para evaluar la
radiosensibilidad celular, que sera util en la evaluacion del riesgo de la poblacion, la
prediccién de la enfermedad, la individualizacion de la radioterapia y también en la fijacion

de las normas de proteccion radiologica (Mumbrekar K. D. et al. 2016).

Pagina 30 de 101



ESTUDIO DE GENES ASOCIADOS AL DANO AL ADN Y SU RELACION CON LA
RADIOSENSIBILIDAD INTRINSECA DE CELULAS DE MELANOMA CON DISTINTO GRADO DE
AGRESIVIDAD Camila Florencia Zuccato

2.4 Vias Involucradas en la Respuesta al Dafio al ADN

La capacidad de las células cancerosas a reconocer el ADN dafiado e iniciar su
reparacion es un mecanismo importante para la resistencia terapéutica (Biau, J. et al. 2016).
Garantizar la integridad del genoma para evitar la acumulacion de mutaciones, la muerte
celular y el cancer se encuentra a cargo de la DDR, la cual es una red compleja que detecta
sefiales y ejecuta varios programas celulares, incluyendo la reparacion del ADN, la detencion
del ciclo celular, la senescencia y la apoptosis. Esto implica la correcta regulacion de una
variedad de procesos celulares: la replicacion del ADN vy la transcripcion, el procesamiento
del ARN, la traduccion del ARNm y la cantidad de los mismos, seguido de modificaciones
post-traduccionales, como también degradacion y localizacion de las proteinas. La evidencia
acumulada en las Gltimas décadas ha demostrado que los ARN y el metabolismo del ARN son

los principales actores reguladores de la DDR (Giono L. E. et al. 2016).

Los melanomas tienen altos niveles de inestabilidad gendmica que puede contribuir a
un mal pronostico de la enfermedad. Estudios actuales, mostraron un nuevo defecto en el
punto de control dependiente de ATM en lineas celulares de melanoma promoviendo la
inestabilidad gendmica. Se demostrd que aunque la sefializacion de ATM a CHK2 esté
intacta, las células son incapaces de mantener el arresto del ciclo celular debido a la
sobreexpresion de Plk1, aumentando la inestabilidad gendémica. Esta alteracién podria
presentarse en una mayor proporcién de canceres de lo previsto. La proteina codificada por
PIk1 cumple funciones importantes en la fase M del ciclo celular, incluyendo la regulacion de
la maduraciéon del centrosoma, la inactivacion del complejo promotor de la anafase (APC) y la
regulacién de la salida de mitosis, por lo que se considera una proteina esencial en la
comunicacion de la progresion del ciclo celular y el dafio del ADN (NG, Wayne Tiong Weng,
et al. 2016).

La reduccion de la actividad Plk1 permite el arresto del punto de control dependiente
de ATM. En ese trabajo la pérdida del punto de control dependiente de ATM no afectd la
sensibilidad celular a la radiacién ionizante, demostrando que este defecto es distinto de la
pérdida de funcion ATM. La incapacidad de ATM para imponer un arresto del ciclo celular
en respuesta al dafio al ADN aumenta la inestabilidad gendémica (Spoerri L. et al. 2016).
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Respecto a la via de la apoptosis, otros autores estudiaron el factor de transcripcion
asociado a microftalmia (MITF), el cual es un factor de supervivencia en los melanocitos y
células de melanoma. MITF regula la expresion de genes antiapoptéticos y promueve la
supervivencia en respuesta a la radiacion ultravioleta (UV) y a agentes quimioterapéuticos. Se
determind que la subunidad catalitica, BRG1, del complejo SWI / SNF protege a las células
de melanoma contra la muerte inducida por UV. BRG1 previene la apoptosis en células de
melanoma irradiadas con UV mediante la activacion de la expresion del inhibidor de la
apoptosis en melanoma (ML-IAP). BRG1 regula la expresion ML-IAP mediante la
cooperacion con MITF (Saladi S. V. et al. 2013).

En un enfoque mas general, otros estudios han utilizado varias lineas celulares de
melanoma humano a partir de fases secuenciales de desarrollo del melanoma (fase de
crecimiento radial, fase de crecimiento vertical y la fase metastasica) para comparar la
frecuencia y la eficiencia de la induccion de la muerte celular a través de apoptosis y necrosis,
la presencia de biomarcadores neuronales y células madre del cancer, asi como los receptores
de muerte, DR5 y FAS y los efectos anti-apoptoticos de la produccion enddgena de
citoquinas. Estos estudios han demostrado que la necrosis se generaba en solo dos lineas de
melanoma, FEMX y OM431, las cuales presentan caracteristicas metastasicas. Mientras que
en la gran mayoria de las otras lineas de melanoma estudiadas prevalecia la ruta mitocondrial

de la apoptosis (Ivanov, V.N. 2015).

2.5 Perfiles de Expresion Génica Evaluados en Melanoma

El prondstico de pacientes con melanoma primario localizado estad dado rincipalmente por el
espesor del tumor, el estado ulcerativo y la tasa mit6tica, mientras que el prondstico de
pacientes con melanoma metastasico se encuentra afectado por el namero, sitio y tamafio de
las metastasis, asi como por la informacion clinica de parametros bioquimicos como los
niveles de lactato deshidrogenasa. Aunque esta aproximacion es util para asignar las
probabilidades de recaida, posee un limitado poder predictivo a nivel individual. Por lo tanto,
la basqueda de nuevos biomarcadores moleculares se ha extendido intensamente.
Actualmente, gracias a las tecnologias de alto rendimiento se cuenta en la bibliografia con
varios trabajos asociados al estudio de firmas prondsticas de melanoma (Bogunovic D. et al
2009; Hoek K.S. et al 2006; Jaeger J. et al 2007; Jeffs A.R. et al 2009; John T. et al 2008;
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Mandruzzato S. et al 2006; Riker A.l. et al 2008; Schramm S.J. y Mann G.J. 2011; Smith
A.P. et al 2005; Talantov D. et al 2005; Wang L. et al 2012; Winnepenninckx V. et al 2006).
Sin embargo, aunque las firmas pronosticas resultantes de estudios de expresion génica son
prometedoras también presentan limitaciones como escasez de muestras y heterogeneidad de
cohortes. Ademas en estos trabajos préacticamente el solapamiento entre los genes que se
describen en cada una de las firmas con valor pronéstico es bajo. De todas formas, algunos
estudios han comenzado a tratar de dilucidar estos aspectos (Schramm S.J. et al. 2012). En
particular, la mayoria de las firmas difieren en cuanto a los genes que presentan con valor
pronostico debido a la gran heterogeneidad del melanoma en estadios avanzados. Por
ejemplo, estudios recientes en la evaluacion de los perfiles de expresion génica en células de
melanoma A375 que sobreexpresan CD10 demostraron que su expresion en el melanoma
aumenta con la progresion tumoral. CD10 codifica una metalo-endopeptidasa que escinde e
inactiva a una variedad de péptidos de sefializacion y ha sido ampliamente utilizado en el
diagndstico del cancer. Los genes regulados por la sobreexpresion de CD10 estaban en su
mayoria involucrados en la proliferacion celular, la angiogénesis y la resistencia a la apoptosis
(Oba J. et al. 2016). Por otro lado, en otro estudio donde se analizaron microarrays de
melanocitos normales, metastasis de ganglios linfaticos de melanoma y metastasis cerebrales
de melanoma, se identificaron entre los genes expresados diferencialmente a BIRC5, BUBL,
GMNN, AURKA, TOP2A, BUBLB, ICAM1 y NBN. Estos genes pueden jugar un papel
clave en la progresion y el desarrollo del melanoma y han sido propuestos como objetivos
terapéuticos especificos en el tratamiento de melanoma metastasico (Quan L. et al. 2015). Sin

embargo, otros experimentos son necesarios para confirmar esos resultados.
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3. Hipotesis

Teniendo en cuenta que el melanoma es un tipo de cancer con alta capacidad
metastasica y que a la vez presenta una considerable resistencia a los tratamientos en etapas
mas avanzadas, es de interés tratar de descifrar esta interconexion entre invasion y resistencia
en este tipo tumoral. Ademas, a pesar de que han sido publicadas algunas firmas prondsticas
de melanoma, la mayoria de ellas difieren en cuanto a los genes que presentan con valor
pronostico debido a la gran heterogeneidad del melanoma en estadios avanzados. Por lo
tanto, a fin de aportar posibles mecanismos de resistencia del melanoma, en particular, a
radiaciones ionizantes, y su asociacion con la progresién maligna, en este proyecto se
pretende obtener nuevos perfiles gendmicos con valor pronostico explorando un modelo més
homogéneo de clones estables de melanoma humano derivados de la misma linea celular
amelandtica (A375), que presentan distinto fenotipo, uno diferenciado y con capacidad de
pigmentacion y otro, invasor y metastasico. Este modelo ha sido evaluado previamente en
nuestro laboratorio utilizando datos de tecnologias de alto rendimiento como los microarrays
de expresion. Se busca, a partir de los resultados obtenidos de los microarrays, aplicar en este
modelo, técnicas convencionales de biologia celular y molecular, aportando informacion que
permita mejorar la clasificacion actual del melanoma y su respuesta al tratamiento. En
particular, se propone definir grupos de genes involucrados en procesos asociados a la
progresion tumoral y a la resistencia a radiaciones ionizantes, como las vias de ciclo celular,
apoptosis, sefializacion de p53 y DDR, utilizando herramientas bioinforméticas estandar y
algoritmos ad hoc. Se pretende evaluar el perfil de expresién conjunta de estos genes
definidos a priori en los datos de microarrays de expresion experimentales del laboratorio.
Ademas, se estudiara la radiosensibilidad intrinseca del modelo de melanoma mencionado, en
respuesta a radiacion ionizante gamma mediante la obtencidon de curvas de sobrevida, la
evaluacion de la induccion de apoptosis y la deteccion de proteinas involucradas en la
respuesta al dafio al ADN. A partir de los resultados que surjan del andlisis anterior, se espera
seleccionar los genes mas relevantes con potencial prondstico de agresividad tumoral y
radiorresistencia para ser validados a futuro mediante técnicas convencionales de biologia
molecular y celular en el modelo de melanoma ya mencionado. De esta forma, pretendemos
obtener una primera aproximacion al estudio de la asociacion entre la radiorresistencia y la

agresividad en estas células de melanoma, para poder, a futuro, plasmar estudios mas
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profundos apuntando a la posibilidad de poder establecer nuevos marcadores y/o firmas
gendémicas con valor diagndstico y pronostico y evaluarlos en cortes histoldgicos de
melanoma con distinto grado de agresividad en modelos in vivo extendiendo estos estudios a
cortes histologicos de biopsias de pacientes con melanoma para la validacion de su relevancia

clinica como marcadores predictivos y prondsticos.
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4. Metodologia

4.1 Modelo Experimental

4.1.1 Linea Celular y Condiciones de Cultivo

Se utilizo la linea celular de origen humano A375. La linea A375 (ATCC® CRL-
1619™) deriva de un melanoma maligno de piel de una mujer de 54 afios y se caracteriza por
ser amelanotica y tumorigénica en ratones nude. Esta linea fue gentilmente donada por la Dra.
Estela Medrano (Huffington Center on Aging, Departments of Molecular & Cellular Biology
and Dermatology, Baylor College of Medicine, Houston, TX, USA). Estas células fueron
cultivadas en medio Dulbecco’s Modified Eagle Medium-Ham-F12 (DMEM/F-12, Invitrogen
Argentina S.A.) en relacién 1:1 suplementado con 17,6 pug/ml de acido ascorbico, 150 ug/mi
de &cido piravico, 300 pg/ml de galactosa, 5 ug/ml de insulina, 10% de suero fetal bovino
(FBS) (Natocor), penicilina 50 U/ml y estreptomicina 50 pg/ml. La linea celular A375 fue

cultivada a 37°C, en una atmosfera humidificada con 5% de CO..

Se usd un modelo de clones estables de células A375 (A375-A7 y A375-G10),
generado en el laboratorio por la Dra. Candelaria Bracalente (Bracalente C. et al. 2016Db), a
partir de la sobreexpresién del gen de la catalasa humana, con diferentes caracteristicas
fenotipicas en cuanto a sus niveles de agresividad. Con el objetivo de obtener lineas celulares
con bajos niveles de H20> se transfectd de forma estable la linea celular A375 con el plaésmido
pcDNA3-CAT (Fig.7) y se seleccionaron los clones que sobrevivieron y proliferaron. A fin de
descartar que la transfeccion en si misma indujera cambios, los resultados obtenidos por el
control de células transfectadas con pcDNA3 fueron comparados con los resultados de la linea
A375 sin transfectar. Los clones obtenidos fueron denominados: A375-A7 y A375-G10. El
clon A375-G10 manifiesta un fenotipo apolar e invasivo in vitro y metastasico in vivo. Por
otro lado, las células A375-A7, francamente multipolares y no invasivas, si bien lograron
desarrollar tumores in vivo, revirtieron el fenotipo amelandtico in vitro e in vivo y exhibieron
un aumento en los niveles de marcadores de diferenciacion melanocitica. Ademas, se conto
con el pool de células A375 transfectadas con el plasmido pcDNA3 vacio (A375-PCDNA3)
como control, que presenta las mismas caracteristicas fenotipicas, genomicas y de

comportamiento in vitro e in vivo de la linea de origen, A375 (Fig.8). Con fines practicos, de
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aqui en mas las células A375-A7, A375-G10 y A375-PCDNAS3 seran denominadas A7, G10 y
PCDNAZ3, respectivamente.

‘ Catalasa ,
21570p.-
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Fig. 7. Mapa del vector de expresion pcDNA3 y esquema de la construccion

PCDNA3-CAT.

Fig. 8. Iméagenes representativas de microscopia de contraste de fase de células de la linea
A375, A375-PCDNA3 vy los tres clones A375-A7, A375-C10 y A375-G10, que permiten

apreciar las diferencias en la morfologia y polaridad celular. (Bracalente C. et al. 2016b)
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Tanto los clones obtenidos y el control PCDNA3, fueron crecidos en el medio de
cultivo correspondiente conteniendo siempre 1500 pg/ml de antibiético G418. Todos los
experimentos se realizaron con células que no presentaran mas de 5 pasajes luego de ser

descongeladas. Se evalud regularmente que todas las células estuviesen libres de micoplasma.

4.2 Estudios In Silico

4.2.1 Implementacion de Herramientas Bioinformaticas Para la Construccion de Redes de

Genes Modulados en Procesos de Respuesta a Radiacion

Una de las primeras tareas de este proyecto fue construir una base de datos que incluya
conjuntos de genes candidatos, los cuales se encuentren vinculados a respuesta a radiacion. Se
utilizo la base de datos KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) para obtener
grupos de genes asociados a vias y procesos involucrados en la respuesta celular a la
radiacion. Se seleccionaron como relevantes los procesos de apoptosis y ciclo celular, asi
como la via de sefializacion de p53 para su posterior validacion. Por otro lado, se construy6
una red de genes asociada a la deteccion del dafio al ADN en forma manual a partir de las vias
de KEGG vy de datos bibliograficos (Simao E. M. et al. 2012). La implementacion de toda la
cadena de procesos la realiz la Dra. Irene L. Ibafiez utilizando principalmente el lenguaje y
entorno de célculo estadistico R (http://www.r-project.org/) y herramientas del repositorio de

paquetes Bioconductor, ambos de codigo abierto.

4.2.2 Evaluacién del Perfil de Expresién Conjunta de Grupos de Genes Definidos a Priori a
Partir del Analisis de los Datos de Microarrays de Expresion del Modelo de Melanoma
Derivado de A375

En el marco de un proyecto previo, se realizo la caracterizacion fenotipica in vitro e in
vivo y de la expresion genomica de los clones A7 y G10 mediante tecnicas convencionales de
biologia celular y molecular y experiencias de microarrays de expresion. Se determino el
perfil de expresion génica en comparacion con sus correspondientes controles (PCDNAS3 y
A375) mediante experimentos de microarrays de genoma completo a través del kit
GeneChip® Human Gene 1.0 ST (Affymetrix). Si bien los microarrays de expresion ya

fueron utilizados para caracterizar en cuanto a su expresion génica diferencial a los clones A7
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(diferenciado y melandtico) y G10 (invasivo y metastasico) y sus controles, estos nuevos
estudios permitieron implementar los métodos ya existentes para evaluar la interconexion
entre agresividad y resistencia en melanoma. Se utilizaron scripts desarrollados en R (version
2.12.0) y distintas herramientas del repositorio de paquetes Bioconductor. Para evaluar el
perfil de expresion conjunta de los genes experimentales mediante GSEA (Gene Set
Enrichment Analysis) se usaron los grupos de genes definidos a priori asociados a los
procesos y vias relevantes del andlisis previo. Se utilizd la base de datos GeneMANIA
(www.genemania.org) para visualizar las redes de asociacion de los genes obtenidos a partir
de estos analisis y las vias de KEGG. Estos analisis estuvieron a cargo de la Dra. Irene L.

Ibaiez.

4.3 Estudios In Vitro

4.3.1 Experimento de Irradiacién

Para las irradiaciones gamma se utilizo una fuente de **'Cs (IBL-437C Irradiator; CIS
Bio-International, CEBIRSA, Argentina).

4.3.2 Ensayo Clonogeénico

Para determinar la radiosensibilidad intrinseca de las células en estudio, las células en
fase de crecimiento exponencial se levantaron y se sembraron en un nimero conocido por
placa en frascos de 25 cm? (1000 células/frasco), se incubaron durante 18 hs y se irradiaron
con dosis de 1-5 Gy de radiacion gamma. Los controles sufrieron el mismo tratamiento que
las células irradiadas pero no fueron irradiados. Luego las células se incubaron durante 15
dias post-irradiacion en un ambiente humidificado a 37 °C con 5 % de CO.. Posteriormente,
las colonias formadas se fijaron con una mezcla de metanol: &cido acético (3:1) y se
colorearon con violeta cristal al 0,5 % en 25 % de metanol. La fraccion de células
clonogénicas se determind contando las colonias que contenian al menos 50 células. Se
realizaron tres experimentos con triplicados por condicion. Las curvas de sobrevida se

ajustaron al modelo lineal-cuadratico mediante la siguiente ecuacion:

2
S - exp -(aD+ D)
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4.3.3 Inmunocitofluorescencia y Cuantificacion de y-H2AX

Los focos de y-H2AX se evaluaron mediante inmunocitoquimica de fluorescencia
(Ibanez I.L. et al. 2009). Brevemente, las células al 70 % de confluencia fueron expuestas a
una dosis de 2 Gy de radiacion gamma mientras que los controles sufrieron el mismo
tratamiento que las células irradiadas pero no fueron irradiados. Luego, las células se fijaron
con paraformaldehido al 4% a los 30 min post-irradiacion para la deteccion de los focos a
nivel nuclear. Para esto, las células se permeabilizaron con Triton X-100 al 0,5 %, se
bloquearon los sitios antigénicos inespecificos con FBS al 5 % y se incubaron durante toda la
noche con el anticuerpo monoclonal anti - y-H2AX (Upstate, Lake Placid, NY) en una
dilucién 1:500 en buffer fosfato salino (PBS), el cual se detectd con el anticuerpo secundario
correspondiente marcado con fluoresceina isotiocianato (Sigma, St. Louis, MO). Se realiz
una contratincion de los nucleos celulares con 4’,6-diamidino-2-fenilin do | dihidro cloruro
(DAPI). Los preparados se examinaron en un microscopio de epifluorescencia Olympus
BX51. Se tomaron al menos 20 fotografias seriadas de cada muestra presentando al menos 5
nacleos por imagen. Se contabilizaron los focos de y-H2AX por nucleo. Se realizaron dos

experimentos con triplicados por condicion.

4.3.4 Western Blot

Las células al 70 % de confluencia fueron expuestas a 1-3 Gy de radiacion gamma
mientras que los controles sufrieron el mismo tratamiento que las células irradiadas pero no
fueron irradiados. Las células incubadas por 0,5y 24 horas post-irradiacién, fueron lavadas
dos veces con PBS y levantadas con 1 ml de PBS frio utilizando un rastrillo, manteniendo las
placas en hielo. Se centrifugaron a 255 g durante 10 minutos a 4°C, se descartd el
sobrenadante y se resuspendieron los pellets celulares con 70 ul de buffer de lisis RIPA (Tris
HCI 50 mM pH 8, NaCl 150 mM, Tritdbn X-100 1%, deoxicolato de sodio 0,5% Yy
dodecilsulfato sodico (SDS) 0,1%). Se incubaron durante 30 minutos en hielo, agitando cada
5 min. Se centrifugaron a 13000 g durante 15 minutos a 4°C y se separaron los sobrenadantes
a los cuales se les agregd 0,7 ul de un kit de inhibidores de proteasas 100X (Sigma), esta
mezcla contiene componentes individuales, incluyendo AEBSF (4- (2-aminoetil)
bencenosulfonilo hidrocloruro de fluoruro) 2 mM , aprotinina 0,3 M, bestatina 116 M , E-64

14 M | leupeptina 1 mM y EDTA 1 mM, cada componente tiene propiedades inhibidoras
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especificas. Se determind la concentracion proteica de las muestras obtenidas por la técnica de
Lowry (Kit BIORAD) y con lector de absorbancia DTX 880 Multimode Detector Beckman
Coulter® a 620 nm. Se prepararon las muestras en las concentraciones correspondientes en
buffer de corrida (Tris HCI 250 mM pH 6,8, SDS 8%, Azul de bromofenol 0,04%, Glicerol
40% y B-mercaptoetanol 20%) e hirvieron durante 5 minutos en bafio de agua previo a la
siembra en los geles para su andlisis por western blot. EI porcentaje del gel, segln la cantidad
de acrilamida y bisacrilamida, determina el tamafio del poro. A mayor porcentaje menor
tamafo de poro. Debido a que los pesos moleculares de las proteinas a resolver rondan entre
los 10 y 45 kDa (Tabla II), se decidié utilizar un gel con espesor de 1,5 mm y acrilamida al
15%. Se sembraron 20 pg de proteina por muestra y 3 pl del marcador de peso molecular
(Full-Range Rainbow Molecular Weight Markers, GE Healthcare) en geles de poliacrilamida
con SDS (SDS-PAGE) al 15% para ser resueltas por electroforesis en el sistema Mini-
PROTEAN 3 Cell (Bio Rad) a 35 mA por gel.

Proteina Tamarno
v-H2AX 17 kDa
Actina 42 kDa

Tabla I1. Tamafio de las proteinas resueltas en este trabajo por

electroforesis en gel de poliacrilamida.

Se realiz6 la electrotransferencia a membranas de nitrocelulosa (Hybond ECL
Membrane, Amersham Biosciences, GE Health Care) en el sistema Mini- Trans- Blot
Electrophoretic Transfer Cell (Bio Rad) durante 60 minutos a 100 volts. Se verificd que las
proteinas estuvieran correctamente transferidas a la membrana por tincion de las mismas con
rojo ponceau al 0,5% en 1% de acido acético glacial y se lavé con PBS-Tween 20 0,05%
(PBS-T). Previo a la inmunodeteccion, la membrana fue incubada en agitacion, durante 1 h a
temperatura ambiente con una solucion de leche en polvo descremada al 5% en PBS-T con el

fin de bloquear las uniones inespecificas. Luego se enjuagé una vez con PBS-T.
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Se utilizaron diluciones del anticuerpo primario anti-histona y-H2AX 1:500 y del
anticuerpo primario anti-actina 1:1000. La membrana se incub6 en presencia del anticuerpo
primario durante toda la noche a 4° C y al dia siguiente 1 hora a temperatura ambiente en
agitacion. A continuacion se lavd 3 veces con PBS-T a temperatura ambiente por 10 minutos.
Se incubd con una dilucién de anticuerpo secundario anti-lgG de ratdén conjugado a
peroxidasa de rdbano (Calbiochem) 1:700 preparado en PBS-T y 0.5% de BSA. Se incubd
durante 1 hora a temperatura ambiente, en agitacion. Por altimo se lavo 3 veces con PBS-T a
temperatura ambiente por 10 minutos. Para el revelado de los anticuerpos la membrana fue
expuesta a una solucion, de acido p-cumarico 15% p/v, luminol 4.4% p/v y H20, 30% en
buffer Tris-Hcl 1M pH 8.5 y las bandas se detectaron por quimioluminiscencia en placas
radiogréficas expuestas a la membrana tratada. Para cuantificar la densidad de las bandas de
proteinas se utilizd el programa ImageJ version 1.45 k (National Institutes of Health, NIH,
USA). Los valores de densidad obtenidos de las bandas del anticuerpo anti-histona y-H2AX
se relativizaron a los valores de densidad de las bandas de actina. Los resultados se

expresaron de forma relativa al de las células no irradiadas.

4.3.5 Reaccion en Cadena de la Polimerasa en Tiempo Real

Este experimento fue realizado en conjunto con la Lic. Lara Maria Negrin en el marco
de su Tesis de Maestria en Fisica Medica (Negrin L.M. 2015), con el fin de validar los analisis
computacionales previamente descriptos. Brevemente, la técnica experimental conocida como
PCR cuantitativa (Q-PCR) fue llevada a cabo mediante la previa extraccion de ARN total
utilizando el método de extraccion fendlica por Trizol. Se determindé la calidad del ARN por
medicién de la absorbancia (A) a 260, 280 y 230 nm por espectrofotometria (Nanodrop2000,
Thermo) y la integridad del ARN por electroforesis en gel de agarosa. Posteriormente se
realizd la sintesis de ADNc mediante la reaccion de transcripcion reversa con la enzima
transcriptasa reversa (ImProm-II™ Reverse Transcriptase, Promega). Se realizo el disefio de
primers (Tabla Ill) para el gen de interés, el cual en este caso fue el gen MRE11, cuya
participacion en las vias de respuesta al dafio al ADN como parte del complejo MRE11-
RAD50-NBS1 lo vuelve una pieza clave de la maquinaria de reparacion del ADN vy la
sefializacion de DSBs. Debido a estudios previos en otros tipos de cancer (Soderlund K. et al.
2007; Choudhury A. et al. 2010; Teo M. T. W. et al. 2014) donde los resultados indican una
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correlacion positiva entre una alta expresion de la proteina MRE11 y una mejor respuesta al
tratamiento radiante, respecto de otras proteinas, hemos decidido seleccionar este gen en

particular para la realizacion de este experimento.

Para ello se buscd la secuencia completa del gen en la base de datos del GenBank del
National Center for Biotechnology Information (NCBI), donde se encontré la secuencia bajo
el nombre de: Homo sapiens MRE11 homolog A, double strand break repair nuclease
(MRE11A), transcript variant 1, mRNA y el numero de referencia NM_005591.3. Los
primers para el gen constitutivo GAPDH (Tabla IIl), utilizado como control, ya se
encontraban validados en el laboratorio. Finalmente se realizo el ensayo de Q-PCR donde se
agreg0 por cada reaccion 7,5 ul de mezcla concentrada (2X) para PCR cuantitativa compuesta
por Taq ADN Polimerasa, dNTPs, Mg++, buffer y fluorocromo verde intercalante de ADN,
Sybergreen (Maxima SYBR Green qgPCR Master Mix, Biotium), 0,5 ul de cada uno de los
primers (100 uM) y agua libre de nucleasas, hasta alcanzar un volumen final de 12 ul en un
tubo de pared delgada libre de nucleasas. Luego se agregaron 3 ul de una dilucion 1:20 del
ADNCc muestra. Se colocé en el ciclador Real-Time (Qiagen) y se midio la amplificacion, de
acuerdo a cada par de primers, en el canal de fluorescencia verde perteneciente al rango de
excitacion-emision del Sybergreen (Exc: 500 nm; Em: 530 nm). Se realizaron dos

experimentos independientes cada uno por duplicado.

Gen Primers Tm (°C) | %GC
GAPDH F-5-CCCACT CCT CCACCTTTGAC-3 55,1 50
R-5-CAACAAAAC CATATC CTG CTG A-3 54,7 45,5
MRE11 F- 5"-GTGGACAAGGAGGAGAAAGATG-3" 62 60
R-5-TGTCTTCGAGGGCATCAATATG-3" 63 42

Tabla I11. Primers utilizados para Q-PCR.
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Para la cuantificacion de expresion se utilizdé el modelo matematico de cuantificacion
relativa de Pfaffl (Glorieux C. et al. 2011). La relacion de expresion relativa del gen MRE11

respecto del gen de referencia (GAPDH) se calcul6 aplicando la siguiente formula:

_ (EMREll)ACtMREll

( EGAPDH )ACtGAPDH

4.6 Analisis Estadistico

Los resultados de los estudios in vitro se presentan como media + desviacidn estandar.
Los cambios significativos fueron evaluados mediante analisis unidireccional de varianza y
prueba no paramétrica de Kruskal - Wallis seguido de pruebas de comparacion multiple Tukey
o Dunn’s para determinar diferencias significativas entre las medias de los grupos. Los valores

de p inferiores a 0,05 se consideraron significativos para todas las pruebas.
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5. Resultados y Discusion

Estudios In Silico

5.1 Andlisis Bioinformatico

En el analisis se han incluido los genes involucrados en los procesos de deteccion y
reparacion del dafio, regulacién del ciclo celular, apoptosis y sefializacion de p53. Estos
procesos tienen una gran importancia en la viabilidad celular. Los dafios en el ADN de una
célula llevan a la misma a intentar reparar el dafio y por consiguiente a posponer la division
celular. En el caso de una célula normal que no puede cumplir con la reparacion, se producira
la muerte celular mediante la induccion de apoptosis. Las células neoplésicas en general
tienen alteraciones en alguna o varias de estas vias, 1o que genera que la célula continte su
proliferacion aun con dafios en el ADN no reparados. Esto conlleva a una mayor inestabilidad

gendmica en su descendencia y a un aumento en la malignidad celular.

Se han encontrado genes co-expresados en cada uno de estos procesos sub-expresados

en las células G10 respecto del control mediante el analisis con GSEA.

5.1.2 Evaluacion de los Perfiles de Expresion Génica en la Via de Apoptosis

En el organismo adulto la apoptosis resulta esencial para mantener la homeostasis de
los tejidos ya que elimina células dafiadas que podrian ser peligrosas para el organismo.
Cuando los mecanismos que regulan la apoptosis fallan, tanto por exceso como por defecto,
este equilibrio se altera y pueden originarse diversas patologias. La resistencia a la apoptosis
es una de las caracteristicas que contribuyen a la generacion de un tumor (Porras A. y Marzo
I. 2010) debido a que la evasion de la apoptosis puede ser parte de una respuesta de estrés
celular para asegurar la supervivencia de la célula después de la exposicion a estimulos
estresantes. Esta resistencia a la apoptosis puede contribuir a la carcinogénesis, la progresion
del tumor y también a la resistencia al tratamiento, ya que la mayoria de terapias contra el
cancer actuales incluyendo la radioterapia, actdan en ultima instancia mediante la activacion

de vias de muerte celular (Fulda S. 2010).
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Con el fin de caracterizar la radiorresistencia intrinseca que presentan las células en
estudio, se realizd un estudio bioinformatico que nos permitiera analizar el comportamiento
de los genes involucrados en la via de la apoptosis, partiendo de la via proporcionada por la
base de datos KEGG. Como resultado se han encontrado 12 genes sub-expresados en

conjunto en la linea celular G10 respecto del control (Fig. 9).

Color Key
2 1
Row Z Score ’_I_‘—‘—‘ y—‘—|

APAF1
PRKACA
CASPS
NPAT
ATM
PRKACB
FACD
ENDODA
CAPN2
BIRC2
IL1R1

IRAK3

PCDNA3 A375

Fig. 9. Evaluacion de la expresion génica por microarrays de genes asociados a la via de
apoptosis. La imagen muestra los grupos de genes sub-expresados del clon G10 respecto del
promedio de los controles (A375 y PCDNAJ). (Color rojo: 2 expresién aumentada y verde: -2

expresion disminuida).

Con respecto a los genes que fueron encontrados sub-expresados en G10 a partir de
este analisis y teniendo en cuenta las funciones que cumplen en la via de la apoptosis (Fig.
10), se pueden destacar ciertos mecanismos, descriptos a continuacion, que podrian

encontrarse afectados.
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Fig. 10. Via de apoptosis alterada en funcion de los genes sub-expresados en las células G10

respecto del control. Los genes indicados en color amarillo representan a aquellos que se

encuentran sub-expresados. Figura modificada a partir de la original de KEGG.

En la via extrinseca de la apoptosis, FADD se asocia a la procaspasa-8. Luego, se

forma un complejo de muerte inducida y como resultado la procaspasa-8 se activa. Una vez

que ocurre esto, se inicia la fase de ejecucidon de apoptosis. Esta fase es considerada la via

final de apoptosis. (Silva A. et al. 2002). La baja expresion del gen FADD en las células G10,

explica también los bajos niveles de caspasa 8.
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Por otro lado, las calpainas existen como proenzimas inactivas en el citosol. Cuando
hay una sobrecarga en los niveles de calcio intracelular, se convierten a su forma activa y
degradan la membrana, sustratos citoplasmicos y nucleares, lo que lleva a la ruptura de la
arquitectura celular y finalmente a la apoptosis (Momeni HR. 2011). La disminucién en la
expresion de la calpaina 2 (CAPN2) en las células G10 muestra otro camino de induccién de
apoptosis que podrian evadir estas células. A su vez, la proteina APAF1 se une a la caspasa 9
a través de sus respectivos dominios homologos en presencia de citocromo ¢ y ATP, un evento
que conduce a la activacion de la caspasa 9. La caspasa 9 activa la caspasa 3. Por
consiguiente, la ausencia de la caspasa 9 atenuaria la activacion de la caspasa 3 y la respuesta

apoptotica celular (LI P. et al. 1997). APAF1 es otro de los genes sub-expresados en G10.

Cuando la endonucleasa G es liberada por la mitocondria conduce a una secuencia de
cambios morfoldgicos que van desde la condensacion nuclear hasta la exposicion de la
fosfatidilserina y de moléculas de adhesion en la superficie de las células que han entrado en
apoptosis (Amarante-Mendes G.P. et al. 1999), el gen ENDOG se encuentra sub-expresado en
las células G10, lo que da idea de la incapacidad que podrian presentar estas células para

entrar en apoptosis.

5.1.3 Evaluacion de los Perfiles de Expresién Génica en la Via de Sefalizacion de p53

La proteina p53 se encuentra en un estado latente y no funcional en las células no
expuestas a agresiones. En condiciones de agresion o dafio celular, p53 se activa, incrementa
sus niveles, principalmente aumentando la vida media de la proteina y genera una respuesta
que conduce a un arresto del ciclo celular y a la reparacion del posible dafio, aunque si éste se
encuentra muy extendido p53 provoca la entrada de la célula en apoptosis (Rotter V. et al
1994; Kastan M. B. et al. 1992). De este modo, p53 disminuye la probabilidad de que se
generen clones celulares llevando defectos geneticos (mutaciones, deleciones, inversiones) y
actia como “guardian del genoma” (Gottlieb T. M. y Oren M. 1996; Lane D. P. 1992). La
proteina p53 se ha implicado también en procesos de reparacion del ADN dafiado, cuando se
produce la escision de nucleotidos, actuando como modulador. Sin embargo, el papel de p53
en estos procesos es mas dudoso. De todas formas, se ha observado como la pérdida de p53

conduce a un incremento en la inestabilidad gendmica debida a un descenso en la tasa de
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reparacion del ADN durante la recombinacion homologa, sugiriendo un papel para p53 en el
proceso (Wang X. W. et al. 1995; M. L. Smith M. L. et al. 1995).

A partir de lo conocido sobre el rol de esta proteina, hemos decidido analizar el perfil
de co-expresion génica de la via de sefializacion de p53, lo que nos dio como resultado 15
genes sub-expresados en las células G10 respecto del control (Fig. 11). La figura 12 muestra
la localizacién de estos genes en la via de sefializacion de p53 y por lo tanto, cémo podrian

verse alterados, los distintos procesos asociados.
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Fig. 11. Evaluacion de la expresién génica por microarrays de genes asociados a la via de
sefializacion de p53. La imagen muestra los grupos de genes sub-expresados del clon G10
respecto del promedio de los controles (A375 y PCDNAS3). (Color rojo: 2 expresion

aumentada y verde: -2 expresion disminuida).
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Con respecto a los genes que fueron encontrados sub-expresados en G10 a partir de
este analisis y teniendo en cuenta las funciones que cumplen en la via de sefializacion de p53
(Fig. 12), se pueden destacar ciertos mecanismos, descriptos a continuacion, que podrian

encontrarse afectados.
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Fig. 12. Via de sefalizacion de p53 alterada en funcién de los genes sub-expresados en las
células G10 respecto del control. Los genes indicados en color amarillo representan a aquellos

gue se encuentran sub-expresados. Figura modificada a partir de la original de KEGG.
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Numerosas proteinas con funcion inhibidora o activadora pueden actuar sobre MDM2
para modificar su afinidad por p53 y llevar por tanto a su degradaciéon o bien, a su
estabilizacion (Lee MH. et al. 2006). MDM2 es una proteina de 90 kD codificada por un
oncogén cuya sobreexpresion inhibe la activacion de genes de la via supresora tumoral
asociada a p53. Cuando gracias a la actividad quinasa de ATM, ATR, ChK1, ChK2 o ADN-
PK, la proteina p53 es fosforilada en las serinas 15 y 20 y en la treonina 18 del extremo N-
terminal, cambia su conformacion espacial, 1o que hace que pierda afinidad por la proteina
MDM2 y se disocie de ella (Sancar A. et al. 2004; Lou Z. y Chen J. 2006). En el microarray
los genes ATM y CHK1 resultaron sub-expresados en las células G10 lo que podria indicar
una menor eficiencia en dichas fosforilaciones de p53 y por lo tanto en una disminucion de la

accion de p53 frente al dafio al ADN.

La estabilizacion de p53 aumenta su vida media, lo que se refleja en una mayor
concentracion celular de la proteina, suficiente para activar la transcripcion de genes que
participan en los puntos de control G1/S o G2/M del ciclo celular, como p21WAF-1,
GADD450, 14-3-30 y B99 entre otros (Lee MH. et al. 2006; Utrera R. et al. 1998). Al
respecto es interesante considerar que la desregulacion del punto de control G2 es una de las
caracteristicas de la transformacién maligna, pues constituye la Gltima barrera antes de que las
células con el ADN mutado puedan adquirir inmortalidad (Chuaire-Noack L. et al. 2008). El
producto del gen Gadd45 detiene el crecimiento y se induce por dafio al ADN, por lo que
toma parte en los procesos de apoptosis, supervivencia celular e inmunidad innata (Wang
X.W. et al. 1999; Zhang Y. et al. 2006). En nuestro andlisis bioinformético, los genes
GADD450, 14-3-36 y B99 se encuentran sub-expresados en las células G10. Asi se puede
inferir que los bajos niveles de estos genes se deberian a la estabilizacion defectuosa de p53,

quien es responsable de activar la transcripcion de los mismos.
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5.1.4 Evaluacion de los Perfiles de Expresion Génica en la Via del Ciclo Celular

El proceso conocido como ciclo celular es de gran importancia para la célula ya que
tiene como funcién la formacion completa de una nueva célula, evitando en lo posible la
creacion de células con mdltiples errores. Esto le permite al organismo permanecer en un
constante equilibrio, previniendo asi aquellos desordenes que puedan perjudicar su salud.
(Lomanto L.D. et al. 2003). El ciclo celular es la base para la reproduccién de los organismos.
Su funcion no es solamente originar nuevas células sino asegurar que el proceso se realice en
forma debida y con la regulacién adecuada (Alberts B. et al. 1996). Como todo proceso
bioldgico, el ciclo celular esta sujeto a regulacion. Esta es realizada en los puntos de control o
de chequeo, que pueden frenar o disparar diversos procesos que le permitan a la célula
proseguir con su ciclo normal de replicacion del material genético, crecimiento y division
(Nashmyt K. 1996).

Considerando que en nuestras células de estudio, la presencia de alteraciones en los
genes involucrados en este proceso puede contribuir a la inestabilidad genética y a la
progresion maligna, hemos realizado un estudio bioinformatico de los perfiles de expresion
génica seleccionando los genes de esta via a partir de la base de datos KEGG. Se observaron
24 genes sub-expresados en las células G10 respecto del control (Fig. 13). En la figura 14 se

muestra la participacion de estos genes en la via del ciclo celular.
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Fig. 13. Evaluacion de la expresion genica por microarrays de genes asociados a la via de
ciclo celular. La imagen muestra los grupos de genes sub-expresados del clon G10 respecto
del promedio de los controles (A375 y PCDNAS3). (Color rojo: 2 expresién aumentada y

verde: -2 expresion disminuida).

Con respecto a los genes que fueron encontrados sub-expresados en G10 a partir de
este analisis y teniendo en cuenta las funciones que cumplen en la via del ciclo celular (Fig.
14), se pueden destacar ciertos mecanismos, descriptos a continuacion, que podrian

encontrarse afectados.
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Fig. 14. Via del ciclo celular alterada en funcidn de los genes sub-expresados en las células
G10 respecto del control. Los genes indicados en color amarillo representan a aquellos que se

encuentran sub-expresados. Figura modificada a partir de la original de KEGG.

La proteina que deriva del gen GADD45 actua en los puntos de control G1 y G2. En
G1 detiene el ciclo mediante su interaccion con PCNA, mientras que en G2 inhibe al
complejo ciclina B1-CDK2, también llamado factor promotor de la mitosis MPF, lo que

impide la transicion a la fase M. GADD45 contribuye ademas a la estabilidad genomica, en
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razén de que participa en el mecanismo de reparacion por escision del ADN (Wang X.W. et
al. 1999; Zhang . et al. 2006).

En la fase G2 del ciclo celular actia también el producto proteico del gen 14-3-3c
cuando es inducido por p53 en respuesta al dafio del ADN. Una vez expresada, la proteina
interactia con quinasas dependientes de ciclinas (CDKSs) y puede regular el ciclo en forma
negativa, pues “secuestra” complejos CDK2/CDK1-ciclina B y los transporta desde el nicleo
hasta el citoplasma. Ademas, las proteinas 14-3-3c ejecutan una retroalimentacion positiva
sobre p53, lo que aumenta su estabilidad y su actividad transcripcional. Esto se debe a la
regulacion negativa que 14-3-3c ejerce sobre MDM2, lo que potencia la actividad de p53. Es
explicable entonces su papel en el control de la transformacion tumoral, sobre el que existe
bibliografia que muestra una disminucién en la expresion de 14-3-3c en varios tipos de cancer
(Lodygin D. et al. 2004; Uchida D. et al. 2004).

En el mismo sentido, la sub-expresion de TGFP en G10 favoreceria el avance en el
ciclo celular dado que la activacion de los genes TGFB1 y TGFB2, interrumpe la progresion
del ciclo celular en fase G1 (Kolke M. et al. 1994).

El punto de control del huso mitético es un mecanismo de vigilancia crucial para
mantener el correcto nimero de cromosomas durante la division celular. Los componentes
principales de este punto de control comprenden las proteinas MAD1, MAD2, BUB1, BUB3,
BUBR1 y MPSL1. Las alteraciones en el punto de control del huso mitético se encuentran
implicadas en la generacién de aneuploidias (ganancia o pérdida de cromosomas completos),
lo cual es una caracteristica frecuente en cancer. Particularmente en G10, MAD2 y BUBL1 se
encuentran subexpresadas. MAD2 inhibe el complejo promotor de la anafase (APC) para
prevenir la separacion de las croméatides hermanas (Nasmyth K. 2005). Varios estudios han
demostrado que MAD2 se encuentra involucrado en la respuesta al dafio del ADN,
asociandose con la expresion de y-H2AX. Ello sugiere su posible papel en la inhibicion del
ciclo celular para promover la reparacion del ADN en respuesta a DSBs (Garber P.M. et al.
2002; Mikhailov A. et al. 2002; Fung M.K. et al. 2008). Ademas, MAD?2 regula al gen E2F

manteniendo sus niveles de expresion y asegurando la euploidia.
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BUB1 es uno de los primeros componentes del punto de control del huso mitético
necesario para ensamblar el cinetocoro naciente en la profase temprana (Jablonski S. A. et al.
1998) y es una verdadera proteina del punto de control. El reclutamiento del cinetocoro por
BUBL1 ocurre a través de la directa interaccion entre la repeticion tetratricopéptido (TPR) de
su dominio N terminal y blinkin (también conocido como hKNL1, AF15q14, D40 y CASC5),
miembro de la red de proteinas del cinetocoro (Cheeseman I.M. et al 2006; Cheeseman 1.M.et
al. 2008). BUB1 determina el reclutamiento de varios blancos del cinetocoro, incluyendo las
proteinas centromeéricas E y F (Cenp-E and Cenp-F, respectivamente), BUB3, MAD3/BUBR,
MAD1y MAD?2 (Boyarchuk Y. et al. 2007; Warren C.D. et al. 2002). Alteraciones en el punto
de control del huso mitético en el gen BUBL se han asociado con inestabilidad cromosémica
(CIN) en cancer de colon. Las células que pierden la expresién de BUB1 pueden escapar de la
apoptosis, continuando con la progresion en el ciclo celular. En este sentido, a medida que el
ciclo celular “alterado” progresa, las células hijas reciben complementos cromosomicos
anormales y se genera la aneuploidia. En lineas celulares de carcinoma de colon se han
identificado dos mutaciones en el gen BUB1 (Chen R. H. 2004), las cuales actan de manera

negativa y conllevan al desarrollo de CIN y a aneuploidia.

La progresion en el ciclo celular esta gobernada por una serie de ciclinas y CDKs. Las
ciclinas acttan en diferentes fases del ciclo celular por unirse y activar las CDKSs y juegan un
papel importante en el control del ciclo celular. Varios complejos ciclinas/CDKSs involucrados
en la regulacion del ciclo celular, ciclina D1/CDK4 o CDK®6 vy ciclina B1/CDK2, son de
particular interés porque dirigen la transicién G1/S y la fase G2/M y son esenciales para la
sintesis de ADN vy la proliferacién celular. La expresion desregulada de estas ciclinas y CDKs
podria llevar al crecimiento celular descontrolado y a la transformacion maligna. EI complejo
ciclina B1/CDK2 esta involucrado en la maduracion/promocién de la mitosis en la transicion
G2/M durante el ciclo celular (Mermeulen K. et al. 2003). Asi, la desregulacion de la
expresion de ciclina B1 podria estar involucrada en el crecimiento celular descontrolado y en
la trasformacién maligna. La asociacion de la ciclina B1lcon la forma activa de CDK2 inicia la
condensacion cromosomica, destruccion de la membrana nuclear y el ensamblaje del uso
mitotico. El incremento en la expresion de ciclina B1 es un evento frecuente en las células

tumorales; su sobreexpresion se ha demostrado en cancer colorrectal, cancer de prostata, de
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mama, de eséfago, de cabeza y cuello, y en linfoma de Hodgkin y de tejido linfoide asociado
a las mucosas (Kawamoto H. et al. 1997; Wang A. et al. 1997). Diferencias significativas en
el indice de marcaje de ciclina B1 entre lesiones benignas/premalignas en cancer de mama
sugieren su papel en la transformacion maligna de células epiteliales. Ademas, la actividad del
complejo ciclina B1/CDK2 se inhibe por la fosforilacion del residuo tirosina quinasa 15
(Tyr15) sobre CDK2 (Kawamoto H. et al. 1997). La fosforilacion de Tyr15 se lleva a cabo por
la quinasa WEE1, una proteina nuclear que retrasa la mitosis hasta la terminacion de la
replicacion del ADN en células con ADN dafado (Wang A. et al. 1997). En células de
carcinoma de colon se ha observado la disminucion en la expresién de WEE1L, sugiriendo que

podria actuar como un supresor de tumores (Mashal R.D. et al. 1996).

Teniendo en cuenta lo descripto y los genes de la via del ciclo celular sub-expresados
en las células G10, podemos inferir que la expresion disminuida de GADDA45 llevaria a que
no se pueda detener el ciclo en G1 y que tampoco se impida la transicion a la fase M del ciclo
celular. La expresion disminuida del gen 14-3-3c llevaria a no regular el ciclo en forma
negativa por no poder secuestrar los complejos CDK2/CDKZ1-ciclina B. La sub-expresién de
los genes TGFB1 y TGFB2 no permitiria interrumpir correctamente la progresion del ciclo
celular en fase G1. La expresion disminuida de MAD2 haria defectuosa la inhibicion del
complejo promotor de la anafase (APC) para prevenir la separacion de las cromatides
hermanas. La sub-expresion de BUBL1 proporcionaria a las células la capacidad de escapar de
la apoptosis y les permitiria continuar con la progresion en el ciclo celular. La expresion
disminuida de WEEL representaria una falta de capacidad para reducir la transformacion
maligna. La sub-expresion de ciclina B se asociaria a una menor proliferacion, lo cual tiene
coherencia con las caracteristicas de estas células ya que si bien son metastasicas, presentan
baja capacidad proliferativa. Las células G10 presentan desdiferenciacion asociada a un
mayor grado de malignidad tumoral, como es la capacidad de migracion celular y metastasis.
A diferencia del clon A7, G10 no presenta polaridad en comparacion con el control
(Bracalente C. 2013). Esto es una caracteristica de células con capacidad migratoria y
metastasica (Sidani et al. 2007). Por otro lado, si bien las células G10 tienen menor capacidad
proliferativa y de crecimiento independiente de anclaje como el clon A7 respecto del control,

mostraron caracteristicas relacionadas con un fenotipo agresivo (Bracalente C. 2013).
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Asi, las células G10 presentan multiples defectos en la via del ciclo celular y por
consiguiente, una division sin deteccion adecuada del dafio al ADN vy sin las correcciones
necesarias para llevar a cabo, de manera Optima, cada fase del ciclo, provocando mayor
inestabilidad genomica a causa de las posibles aberraciones cromosdmicas generadas por

divisiones incorrectas del material genético.

5.1.5 Evaluacion de Expresién Génica Integrando las Vias de Apoptosis, p53, Ciclo

Celular y Respuesta al Dafio al ADN

Con el fin de estudiar las vias anteriormente mencionadas y su relacion en la respuesta
al dafio al ADN se realiz6 un analisis global de expresion génica de estas vias junto con los
genes asociados a la respuesta al dafio al ADN. Se destaca un total de 44 genes sub-
expresados en la linea celular G10 (Fig. 15), de los cuales 7 genes pertenecen a la via de
deteccidn y reparacion del dafio, 23 genes estan implicados principalmente en el proceso de
regulacién del ciclo celular, 11 genes estan relacionados directamente con el proceso de
apoptosis y 2 genes son esenciales para llevar a cabo la via de sefializaciéon de p53. A su vez,
una gran parte de ellos estan involucrados en mas de una de estas vias y se encuentran
interconectados entre si formando una red (Fig. 16). En la Tabla 4 se muestran las funciones

especificas de cada gen.
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Fig. 15. Genes sub-expresados en conjunto en las células G10 involucrados en los procesos de
deteccidn y reparacién del dafio, ciclo celular, apoptosis y sefializacion de p53. Se muestra el
resultado de la modulacion de los genes del clon G10 respecto del promedio de los controles

(A375 y PCDNAS3). (Color rojo: 2 expresion aumentada y verde: -2 expresion disminuida).
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Tipo de interaccion

Co-expresion Gen Funcién asociada
Co-localizacion
Interaccidn genética ATM u
Proceso CCNDA [
Interaccion fisica MRE11A [ |
Previstos GADD45A n
Comparten dominios proteicos ATR u
PRKACA
Funciones GTSE1
H2AFX [ |

Regulacion positiva del ciclo celular
Regulacién positiva de la apoptosis
Arresto del ciclo celular

Regulacion positiva de la respuesta al dafio del ADN, transduccion de sefiales mediante p53

P Respuesta a la radiacién

Fig. 16. Red de genes sub-expresados en G10 respecto del control. Los genes se
representaron en circulos y las lineas que los unen representan el tipo de interaccién entre
ellos. El color de cada gen representa la funcion asociada al mismo. En la tabla se muestran

los genes con mas de una funcion asociada. Resultados visualizados a través de GeneMania.

Gen Funcion

GADDA45A | La proteina codificada por este gen estimula la reparacion de ADN e

inhibe la entrada de las células en la fase S del ciclo celular.

POLAL La proteina codificada por este gen esta involucrada en la iniciacion

de la replicacion y en la reparacion del ADN.

FADD La proteina codificada por este gen juega un papel crucial en la

etapa final que da lugar a la ejecucion de la apoptosis.

SMAD3 La proteina codificada por este gen esta implicada en muchas de
actividades biolégicas que incluyen el crecimiento celular, la

apoptosis y la diferenciacion.

ENDOD1 | La proteina codificada por este gen es una endonucleasa.
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PRKACB | El resultado de la expresion de este gen es una subunidad
catalitica de la proteina quinasa A, regula diversos procesos
celulares tales como la proliferacion celular, el ciclo

celular y la diferenciacion.

ORCI1L La proteina codificada por este gen es esencial para la

iniciacion de la replicacion del ADN.

ORC6L La proteina codificada por este gen es un componente del
complejo de reconocimiento del origen (ORC) que se une a

origenes de replicacion.

GTSE1 Este gen solo se expresa en las fases S y G2 del ciclo celular,
donde se colocaliza con la tubulina citoplasmatica y los
microtubulos. Puede estar implicado en la detencién del ciclo
celular p53 retrasando la fase G2 / M al interferir con
reordenamientos de microttbulos que se requieren para entrar en

la mitosis.

TP53BP1 La proteina codificada por este gen mejora la activacion
transcripcional mediada por p53 y esté involucrada en la respuesta

al dafio de ADN, promoviendo la reparacion.

CASP8 Este gen codifica para la proteina Caspasa 8 implicada en la

sefalizacion de la apoptosis.

H2AFX Este gen codifica para una proteina miembro de la familia de las
histonas H2A. Se requiere para la detencion de la progresién del ciclo
celular en respuesta a bajas dosis de radiacion ionizante y

para la reparacién DSBs, siendo especificamente

modificadas por fosforilacion C-terminal.

APAF1 La proteina codificada por este gen interviene en la activacion
de la pro-caspasa-9, que conduce a la activacion de caspasa-3

y la apoptosis.

PRKACA | Este gen codifica para una de las subunidades cataliticas de

la proteina quinasa A.
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ATR/ATM | Las proteinas codificadas por estos genes estan estrechamente

relacionadas con quinasas que se activan por dafio en el ADN.

crecimiento y la apoptosis.

GADD45B | La proteina codificada por este gen interviene en la regulacion del

del ciclo celular a través de las fases G1y S.

NPAT La proteina codificada por este gen se requiere para la progresion

delta.

POLD1 Este gen codifica para la subunidad catalitica de la ADN polimerasa

extremos rotos del ADN, actividad endo y exonucleasa.

Sefializacion en la reparacion de DSB.

MRE11A La proteina codificada por este gen esta implicada en la union de

tirosina inhibidora de CDK2 / ciclina B.

WEE1 La proteina codificada por este gen cataliza la fosforilacion de la

ESPL1 La proteina codificada por este gen desempefia un papel

anafase.

central en la segregacion de los cromosomas en el inicio de la

CDC20 La proteina codificada por este gen actlla como proteina

y para la separacion de los cromosomas en la anafase.

regulador interactuando con varias otras proteinas en multiples

puntos del ciclo celular. Se requiere para movimiento de microttbulos

celular en la transicion G2 / M.

CCNB2 La expresion de este gen es esencial para el control del ciclo

sobre todo durante la mitosis.

PLK1 Este gen codifica para la proteina quinasa serina/treonina que

cumple funciones importantes en la regulacion del ciclo celular

que la replicacién se complete antes de iniciar la mitosis.

CAPN2 La proteina codificada por este gen esta involucrada en la via de
la apoptosis
CDC6 La proteina codificada por este gen participa en la iniciacién de la

replicacion del ADN y en los puntos de control que aseguran
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El24 Este gen esté regulado directamente por p53, codifica una

proteina que suprime el crecimiento celular e induce la apoptosis.

PRKDC La proteina codificada por este gen es un sensor molecular de dafio
del ADN. Esta implicada en la etapa de ligacion de extremos no

homologos en la via de reparacion del ADN.

SESN3 La proteina codificada por este gen interviene en la sefializacion de
p53.
CHEK1 La proteina codificada por este gen es importante en la regulacion

del ciclo celular, inhibe su progreso en respuesta al dafio en el ADN o
ADN no replicado. Fosforila e inhibe CDK25C, evitando asi la

activacion del complejo CDK2-ciclina B y la entrada a mitosis.

BIRC2 La proteina codificada por este gen regula la apoptosis, la
sefalizacion inflamatoria, la inmunidad y la proliferacion celular,

asi como la invasion de células y la metastasis.

CCND1 Este gen codifica un componente regulador del complejo ciclina
D1-CDK4 (DC) que fosforila e inhibe los miembros de la familia de
proteinas de retinoblastoma (RB), incluyendo RB1 y regula el ciclo

celular durante la transicién G1/ S.

MAD2L2 | Este gen codifica para un componente del punto de control del
ensamblaje mitotico, impide el inicio de la anafase hasta
que todos los cromosomas estan correctamente alineados en la

metafase.

BUB1B Este gen codifica para un componente esencial del punto de
control de la mitosis. Una de sus funciones es inhibir la actividad
de APC.

RRM?2 La proteina codificada por este gen proporciona los precursores

necesarios para la sintesis de ADN.

HDAC1 La proteina codificada por este gen estd implicada en la
desacetilacion de histonas, importante en la regulacion

transcripcional y la progresion del ciclo celular.
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TGFB3 La proteina codificada por este gen esté involucrada en la

diferenciacién celular.

IL1IR1 Este gen codifica para el receptor de interleuquina 1.
Implicado en la respuesta inflamatoria controlando
diferentes funciones celulares incluyendo la proliferacion,

la diferenciacién y la supervivencia celular y apoptosis.

CDC14A La proteina codificada por este gen es importante para la
separacion del centrosoma y la citocinesis durante la division

celular.

CD82 La proteina codificada por este gen es un inhibidor de la metastasis

activada por p53.

PKMYT1 | La proteina codificada por este gen es una quinasa asociada a la
membrana que regula negativamente la transicion G2 / M del ciclo

celular mediante la fosforilacion e inactivacion de CDK1.

PAKG6 Este gen codifica un miembro de una familia de proteinas p21.

Involucrado en la apoptosis.

IRAK3 La proteina codificada por este gen es un transductor de sefial

para la citoquina proinflamatoria interleuquina-1.

Tabla 1V. Genes sub-expresados en las células G10 respecto del control y de las células A7
acomparfiados de las funciones asociadas a las proteinas que codifican (Se utilizé la base de
datos GenCards para asignar las distintas funciones). Los colores indican las vias en las que
participan. Celeste: sefalizacion de DSB; Rosa: ciclo celular; Verde: apoptosis; Naranja:

sefializacion de p53.

A su vez, hemos seleccionado del analisis bioinformatico cuatro genes en particular
gue mostraron una disminucion significativa en la expresion en G10 vs. el control PCDNA3 y
A7. En la figura 17 se muestra el perfil de expresion de dichos genes ATM, TP53BP1,
MRE11Ay H2AFX.
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Fig. 17. Perfil de expresion diferencial de genes relacionados con la respuesta al dafio al
ADN.

La proteina ATM, esta involucrada en el control del ciclo celular, la recombinacién
mitética, el monitoreo de la longitud de los telémeros y la respuesta al dafio al ADN. Después
de la exposicion a la radiacién ionizante o en presencia de DSBs se produce un rapido
aumento de su actividad quinasa (Mavrou A. et al. 2008). ATM y p53 desempefian un papel
importante en el mantenimiento de la integridad del genoma. Ambos cooperan en el punto de
control G1y G2, la fosforilacion dependiente de ATM es responsable de la activacion de p53
(McKinnon P.J. 2004). Las alteraciones en estas proteinas pueden contribuir a una mayor
incidencia de los cambios genomicos, tales como deleciones, translocaciones Yy

amplificaciones, que son comunes durante la oncogénesis (Mavrou A. et al. 2008).

TP53BP1 (proteina de union a la proteina tumoral p53 1, 53BP1) es un gen que
codifica una proteina que desempefia un papel clave en la respuesta al dafio al ADN. Esta
proteina participa en la sefializacion del punto de control de la mitosis y mejora la activacion
transcripcional mediada por TP53. La proteina 53BP1 puede promover directamente la
actividad quinasa de ATM. La magnitud de este efecto es proporcional al nivel de Mrell-
Rad50-Nbsl (Complejo MRN) en la reaccion, en relacion con la idea de que 53BP1 facilita

las interacciones productivas entre MRN y ATM Yy que estas interacciones estan limitadas
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cuando las concentraciones de MRN caen por debajo del umbral (Lee J.H. et al. 2010). Por
otra parte, la disminucion mediada por siRNA de los niveles de 53BP1 en células humanas
reduce la fosforilacion de p53, CHK2, BRCALl y SMC1, sobre todo después de los dafios
inducidos por dosis bajas de radiacion ionizante (Lee J.H. et al. 2010; Wang B. et al. 2002).
La proteina 53BP1 también es fosforilada por ATM después del dafio en el ADN y se requiere
esta fosforilacion para la sefializacion, aunque el reclutamiento de 53BP1 a los sitios de dafio
en el ADN es independiente de su fosforilacion (Lee J.H. et al. 2010; Zgheib O. et al. 2005).

El gen MRE11A codifica una proteina nuclear implicada en la recombinacion
homéloga, el mantenimiento de longitud de los telémeros y la reparacion de DSBs. Esta
proteina es un componente del complejo MRN que posee actividad endonucleasa de una sola
hebra y actividad especifica de doble cadena 3'-5’ exonucleasa, ambas proporcionadas por
MRE11A. El complejo también puede ser necesario para la sefializacion del dafio al ADN a
través de la activacion de la quinasa ATM, que ayuda a las interacciones entre proteinas del
complejo MRN lo que contribuye a su estabilidad y funcion. Mutaciones en las proteinas
Mrell desestabilizan el complejo MRN, disminuyendo significativamente los niveles de
Rad50 y Nbs1 in vivo (Lamarche B.J. et al. 2010). Por otra parte, las mutaciones en MRE11
humana conducen al trastorno ataxia-telangiectasia (Lamarche B.J. et al. 2010), en el que los
pacientes presentan ataxia y neurodegeneracidon, asemejandose a los fenotipos de la
deficiencia de ATM (Taylor A.M. et al. 2004). La participacién de MRN en la sefializacion
del punto de control del ciclo celular, hace que las células de los pacientes con trastorno de
ataxia-telangiectasia tengan una activacion defectuosa del punto de control (Lamarche B.J. et
al. 2010).

Por otro lado, el gen H2AFX codifica para la histona H2AX. Como se menciond
previamente y-H2AX se acumula en el sitio de dafio y desencadena vias de sefializacion con
el fin de estimular la respuesta al dafio al ADN que también incluye la reparacion de las
DSBs. Por lo tanto, y-H2AX es un biomarcador sensible y robusto de dafio en el ADN
(Heylmann D. et al. 2016).0tros autores afirman que H2AX estd implicada en el desarrollo de
diversos tumores malignos, ya que mediante la regulacion de la expresion de H2AX se

modula el crecimiento de células y la progresion del ciclo celular. Dichos autores han
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demostrado que la sobreexpresion de H2AX suprime en gran medida el crecimiento celular
del cancer e inhibe la progresion del ciclo celular, actuando a su vez con otras proteinas (Yang
H. et al. 2015). En base a esto podemos suponer que bajos niveles de H2AX contribuyen a la
radiorresistencia de las células de melanoma, por su incapacidad de sefalizar la detencion del

ciclo celular frente a las DSBs.

En concordancia con esto otros estudios afirman que la sensibilidad a la radiacion
ionizante se correlaciona con mayor fosforilacion de H2AX, y con la persistencia y aumento
de los focos y-H2AX (Bracalente C. et al. 2013).

Por lo tanto, la disminucion observada en los niveles de TP53BP1, MRE11A y
H2AFX en las células G10 puede estar relacionada con una respuesta defectuosa al dafio al
ADN, favorecida por una reduccion de la actividad quinasa ATM, que también mostré una
significativa disminucion de la expresion. Ademas, los bajos niveles de estos genes en las
células G10 ayudarian a saltear los puntos de control del ciclo celular. Por lo tanto, la
incapacidad de bloguear la progresion del ciclo celular después de dafios en el ADN podria
convertir a las célulasG10en mas radiorresistentes, contribuyendo también a aumentar la
inestabilidad gendmica y la malignidad en estas células. A su vez, estos resultados coinciden
con el analisis de GSEA realizado en estas células, el cual mostro una disminucion de genes
co-expresados (Fig.16) en las diferentes vias de sefializacion estudiadas, como la apoptosis, el
ciclo celular y la via de sefializacion de p53. Estos conjuntos de genes sub-expresados estan
particularmente implicados en la reparacion del ADN, los puntos de control del ciclo celular,

la regulacion negativa del ciclo celular y la apoptosis.
Estudios in Vitro

5.2 Evaluacion de las Respuestas Celulares a la Radiacion Gamma: Curva de Sobrevida

Las diferencias encontradas en las lineas celulares mediante los estudios in silico, nos
llevd a realizar una evaluacion de las respuestas celulares a la radiacion gamma en este
modelo. Para determinar la radiosensibilidad intrinseca de las células en estudio se realizaron
ensayos clonogénicos de las células irradiadas con dosis de 1-5 Gy de radiacion gamma. Las

curvas de sobrevida se ajustaron al modelo lineal-cuadratico.
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El ensayo clonogénico es un método experimental in vitro que se emplea para medir la
sensibilidad celular ante un agente citotoxico. Consiste en determinar en qué proporcion
disminuye la capacidad clonogénica de una poblacion celular despues de una exposicion a
dicho agente. Las células que tras un tratamiento son capaces de formar colonias son las
celulas sobrevivientes. Por lo tanto, a partir del conteo de colonias se obtiene la fraccion de
sobrevida. (Hall, 1998)

Este método es el mas empleado para determinar la radiosensibilidad celular en
células tumorales y no tumorales (Fértil, 1981). La radiosensibilidad celular evaluada a través
de este método se relaciona significativamente con el nimero de DSBs inducidas en el ADN
tras irradiar células in vitro, lo que refuerza la relacion entre la integridad y el dafio genético
(Ruiz de Almoddvar, 1994).

Dado que la sobrevida celular se ajusta a una funcion exponencial, al representarla de
forma semilogaritmica se pueden observar mejor las diferencias de radiosensibilidad en el
dominio de las dosis bajas (pendiente u hombro de las curvas) (Steel. 1993). La morfologia de
las curvas de sobrevida en células de mamifero se caracteriza por presentar una parte incial
curva a dosis bajas, seguida por una porcion rectilinea (exponencial). La primera parte de la
curva, conocida con el nombre de hombro, se interpreta como una region en la cual no se
produce un incremento exponencial de la muerte celular, en este nivel de dosis la célula
repara parcialmente el dafio bioldgico causado por la radiacién. A medida que aumenta la
dosis, el dafio se acumula y la inactivacion celular se incrementa exponencialmente. A mayor
pendiente y menor hombro, mayor es la radiosensibilidad de las células (Awwad. 1990).

Segln el modelo lineal-cuadréatico la muerte celular es el resultado de la inactivacién
de una diana bioldgica (con relevancia para la viabilidad). Esta inactivacion se alcanza a
través de la suma de dos componentes: lineal y cuadratico. EI componente lineal representa la

~@®) En una curva de

dosis necesaria para inactivar dicha diana con una sola interaccion: e
sobrevida, o representa la pendiente inicial. La radiosensibilidad serd tanto mayor como
mayor sea el valor de a, este parametro expresa la susceptibilidad del ADN a la radiacion y
representaria a las lesiones DSBs y sitios locales de dafio multiple (del inglés, Local Multiple
Damaged Sites, LMDS). Este valor se asocia en gran medida a la radiosensibilidad celular, al
menos en el rango de las dosis de radiacion utilizadas en oncologia (Steel. 1989). El

componente cuadratico representa la dosis necesaria para inactivar una diana bioldgica debido
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a la acumulacion de lesiones subletales: e “®) . El sustrato de las lesiones subletales se
encuentra representado por los cambios de base y roturas simples de la cadena de ADN. Con
el aumento de la dosis, el componente cuadratico va ganando importancia a la vez que se
acumulan las lesiones subletales y se saturan los mecanismos de reparacion. Al final, la
muerte celular llega debido al gran nimero de lesiones subletales que se han generado
llegando a ser equivalentes a las lesiones DSBs y LMDS. Cuanto mayor es 3, mayor es la
capacidad para reparar el dafio subletal y mayor es el hombro de la curva de sobrevida (Balart
Serra J. et al. 2001).

El concepto de radiosensibilidad celular intrinseca indica el grado de susceptibilidad —
pérdida de la capacidad reproductiva—ante la radiacion, independientemente de los factores
ambientales. El grado de dafio genético radioinducido y la capacidad de respuesta y
reparacion de dicho dafio determinaran la radiosensibilidad celular. Se utiliza como pardmetro
para expresar la radiosensibilidad,la fraccion de sobrevida a 2 Gy (SF2) que representa la
supervivencia celular tras una dosis de 2Gy (Fertil, 1986; West, 1992). Se considera gque este
parametro es el que mejor expresa la radiosensibilidad (Fértil. 1981; Deacon. 1984; Bristow.
1990; Deschavanne. 1996).

El ensayo clonogénico y las curvas de sobrevida resultantes nos permitieron
caracterizar la respuesta a la radiacion de las células en estudio (Fig. 18). Las células G10, que
exhiben un fenotipo invasivo y metastasico, fueron significativamente mas radiorresistentes (p

<0,01) que las células A7 (mas diferenciadas y no invasivas) y el control PCDNA3.
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Fig. 18. Curva de sobrevida de células de melanoma luego de la irradiacion con rayos gamma.

La tabla muestra el factor de sobrevida a 2 Gy (SF2) y los parametros a y B. *p<0.01.

Se puede observar la caida de las curvas correspondientes a las células A7 y PCDNA3
a partir de la dosis 1 Gy, mientras que para las células G10 la curva presenta una pendiente
mas pequefia y un mayor hombro, lo que indica su radiorresistencia superior. Este
comportamiento también se muestra a través del SF2. Respecto al parametro o, las células
PCDNAZ presentaron el valor mas alto, lo que nos permitio considerarlas como el tipo celular
mas radiosensible, seguido de A7 y por Gltimo de G10, que presenté un valor de 0 para este

parametro, lo que confirma también su menor radiosensibilidad.
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5.3 Cuantificacién de Focos de y-H2AX como Determinacion de DSBs en el ADN

En cuanto a la induccién y el sensado de DSBs en este modelo de melanoma, se
realiz6 el conteo de focos de y-H2AX en las células no irradiadas (0 Gy) y luego de irradiar
con una dosis de 2Gy (Fig.19) tomando como referencia la contratincién de los nucleos

celulares con DAPI.

DAPI yH2aX DAPI y-H2AX

PCDNA3 PCDNA3 PCDNA3 PCDNA3

0 Gy 2 Gy

Fig. 19. Imagen representativa de los Focos de y-H2AX sin irradiar y luego de irradiacion
2Gy. DAPI: tincion de ADN nuclear (azul); y- H2AX: tincion con FITC de los focos de y-
H2AX (verde).
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Como resultado de esta cuantificacion, se observd que las células A7 y PCDNA3
aumentaron el nimero medio de focos y-H2AX por ndcleo 30 min post- irradiacién en
comparacion con el nimero medio de focos y-H2AX por nucleo en las células sin irradiar. Por
el contrario, las células G10 no presentaron cambios en el nimero medio de focos después de
la irradiacion. A su vez se vio una marcada diferencia en el nimero medio de focos y-H2AX
de las células G10 respecto de A7 y PCDNAS3, tanto en las células irradiadas como en las
células sin irradiar (Fig.20). La falta de induccion en células G10 es consistente con el perfil
de expresion génica de estas células. Estos resultados confirman los datos obtenidos en el
microarray ya que el valor cuantificado en las células sin irradiar resultdé menor para las
células G10 con respecto a la misma condicion para las células A7 y PCDNAS3 Por otro lado,
si bien el nimero de focos basales observados en todos los tipos celulares aqui estudiados es
muy alto, esto podria estar asociado al hecho de que las células de melanoma en general
expresan mayor numero de focos de y-H2AX en relacion con las células normales (Ibafiez I.L.
et al. 2009).

400- PCDNA3 a7 [ c10
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Fig. 20. Cuantificacion de focos por nucleo de y-H2AX. Numero medio de focos por nucleo
vs. dosis. Los datos representan la media + SEM de un experimento representativo. Los
asteriscos marcan diferencia significativa respecto de A7 y PCDNA3. El circulo marca
diferencia significativa respecto de PCDNA3 0Gy. El triangulo marca diferencia significativa

respecto de A7 0Gy.
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Con respecto a las proteinas que participan en la fosforilacion de H2AX, ATM ha
sido ampliamente mencionada como la principal enzima encargada de este efecto vinculado
al dafio inducido por radiaciones ionizantes (Kinner et al. 2008), mientras que la
fosforilacion por ATR se produce en respuesta al dafio del ADN inducido por UV (Hanasoge
y Ljungman. 2007) o al estrés en la replicacion (Ward y Chen 2001). Por otra parte, la ADN-
PKcs es capaz de fosforilar H2AX en los nucleosomas durante la fragmentacion del ADN en
la apoptosis (Rogakou et al. 2000) y desempefia también un importante rol en la generacion
de y-H2AX inducido por radiacion ionizante (An et al. 2010). El reclutamiento de proteinas
de sefializacion y reparacion en los sitios de lesiones, constituye el primer evento de la
respuesta celular al dafio al ADN. Muchos componentes involucrados en la reparacion del
ADN, incluyendo ATM, BRCA1, 53BP1, MDC1, RAD51 y el complejo MRN
(Mrell/RADS50/NBS1) co-localizan con los focos de y-H2AX. Estos microdominios
contienen cientos de moléculas que se acumulan alrededor de cada DSB (Fernandez-
Capetillo et al. 2004). Mediante la denominada “respuesta al dafo del ADN” se detecta,
sefializa y promueve la reparacion de las lesiones. Células defectuosas en estos mecanismos
suelen mostrar mayor sensibilidad a los agentes genotdxicos, generando como consecuencia,
inestabilidad gendmica y enfermedades como el cancer (Polo y Jackson. 2011). Cuando las
DSBs no son reparadas eficientemente, pueden dar lugar a diversas aberraciones
cromosOmicas que se asocian con defectos en el desarrollo, radiosensibilidad, enfermedades
neurodegenerativas, inmunodeficiencia, esterilidad y predisposicion al cancer (Jackson y
Bartek. 2009).

En funcidn de lo expuesto y las caracteristicas ya conocidas sobre los tipos celulares
en estudio, resulta coherente el aumento en el nimero medio de focos para las células A7 y
PCDNAZ luego de la irradiacion a 2Gy en comparacion con las células sin irradiar. Por otro
lado, las células G10, no mostraron un aumento significativo en el nimero medio de focos
después de la irradiacién respecto de las células no irradiadas y a su vez presentaron una
menor cantidad de focos en comparacion con las células A7 y PCDNA3 en ambas
condiciones (sin irradiar y post-irradiacion). Esto podria explicarse por la presencia de fallas
en la via de respuesta al dafio al ADN en estas células debido a la disminucion en la

expresion de genes claves en esta via como pudo observarse mediante el analisis
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bioinformatico.

5.4 Evaluacion de p-H2AX por Western Blot

Considerando los resultados previos de cuantificacion de los focos de esta proteina, se
decidid evaluar sus niveles mediante western blot a dos tiempos con el fin de evaluar la
induccion y reparacion de DSBs en estas células. Teniendo en cuenta que las celulas
PCDNAZ3 y A7 presentaron resultados similares en cuanto a radiosensibilidad intrinseca e
induccion de focos de y-H2AX, se selecciond al control PCDNA3 para ser comparado con
las células G10 por medio de este ensayo. Las células fueron irradiadas a distintas dosis y se
tomaron las muestras a los 30 min post-irradiacion para evaluar la induccién de DSBs y a las
24 horas con el fin de tener una medida de posible reparacion de las DSBs, asociada a la
disminucion de los niveles de la proteina fosforilada por la desapariciéon de los focos de y-
H2AX. La cuantificacion realizada mediante densitometria de las bandas obtenidas a partir de
las imagenes de western blot realizado con las muestras tomadas a 30 min post-irradiacion
(Fig. 21) permiti6 confirmar los resultados obtenidos mediante el ensayo de
inmunofluorescencia. Se observé un aumento significativo en los niveles de y-H2AX en las
células PCDNAS3 a los 30 min post-irradiacion a 2Gy respecto de las células no irradiadas,
mientras que el clon G10 no presentd cambios significativos post-irradiacion a esa dosis y

tiempo respecto de las células no irradiadas.
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Fig. 21. Expresion de y-H2AX y actina evaluada por western blot a 30 min post-irradiacion
con dosis de 0 a 3 Gy. A) Imagenes representativas. B) Cuantificacion de los niveles de
expresion de y-H2AX por densitometria de bandas de las imagenes representativas. El grafico
de barras blanco pertenece a los valores de PCDNAS3 vy el gréafico de barras negro pertenece a

los valores de G10.
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Fig. 22. Expresion de y-H2AX y actina evaluada por western blot a 24 hs post-irradiacion con
dosis de 0 a 3 Gy. A) Iméagenes representativas. B) Cuantificacion de los niveles de expresion
de y-H2AX por densitometria de bandas de las iméagenes representativas. El gréfico de barras
blanco pertenece a los valores de PCDNA3 vy el gréafico de barras negro pertenece a los

valores de G10.
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En cuanto a la cuantificacion realizada para los resultados del western blot
correspondiente a los niveles de y-H2AX 24 hs después de la irradiacion (Fig. 22), se
observo en las células PCDNAS3 una disminucion de los niveles de la proteina fosforilada
para las dosis 1 y 2 Gy e iguales niveles con respecto al control no irradiado para la dosis de
3 Gy. Estos resultados se podrian asociar a una mayor capacidad de reparacion de DSBs en
las células PCDNA3 con respecto a G10. Una vez que la ruptura de doble cadena es
reparada, es necesario restablecer la estructura de la cromatina, por lo tanto es indispensable
remover la y-H2AX que desestabiliza la estructura con su grupo fosfato. Este
restablecimiento de la organizacién de la cromatina se puede producir mediante la
sustitucion de la y-H2AX por una histona sin fosforilar, o por desfosforilacion directa de la
histona presente en el nucleosoma (Svetlova et al. 2007; Chowdhury et al. 2005). Por otro
lado, en las células G10 no se observé una baja en los niveles de la proteina H2AX
fosforilada, manteniéndose similares para ambos tiempos. Estos resultados podrian
relacionarse a la incapacidad de las células G10 para desencadenar mecanismos de sensado,
sefializacion y reparacion del dafio al ADN. Existe una asociacion entre la actividad
deficiente de ADN-PKcs (subunidad catalitica de la proteina quinasa dependiente de ADN)
con la persistencia y el aumento en la cantidad de focos y-H2AX 6 horas después de la
irradiacion, estudios realizados en lineas celulares defectuosas para ADN-PKcs muestran la
persistencia de las rupturas doble cadena evaluadas mediante fosforilacion de H2AX,
resultando mayor en las células deficientes para ADN-PKcs que en las no deficientes para
esta proteina (Bracalente C. et al. 2013). Otros autores de acuerdo con esta asociacion, han
propuesto que la ADN-PKcs regula los niveles de ATM, independientemente de su actividad
quinasa y por lo tanto el aumento de la fosforilacion H2AX en células defectuosas para
ADN-PKcs (Bracalente C. et al. 2013). A su vez, han demostrado que las células IR-
sensibles, carentes de actividad de ADN-PKcs, muestran persistencia y aumento de focos y-
H2AX, revelando que la ADN-PKcs se requiere como principal mecanismo de reparacion de
DSB (Bracalente C. et al. 2013). Esto concuerda con los resultados de los estudios in silico,
donde el gen de ADN-PKcs se encontrd sub-expresado en las células G10. De todas formas,
a pesar de esta deficiencia las células G10 resultaron ser mas radiorresistentes lo que podria
estar asociado con la sub-expresion de genes en las vias de apoptosis y de sefalizacion de

p53, ya que aun en presencia de ADN dafado estas células se verian imposibilitadas para
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arrestar el ciclo celular e inducir apoptosis. De esta manera, estas las células G10 al presentar
una disminucion en la expresion de genes responsables de la eficiencia de estas vias, podrian
mantener la viabilidad celular en condiciones génicas aberrantes y esto contribuiria a la

transformacion maligna de estas células.

5.5 Evaluacion del Gen MRE11 por PCR Cuantitativa

Se ha mencionado anteriormente la importancia de la via de deteccion y reparacion del
dafio al ADN, especialmente la reparacion de DSB en respuesta a la radiacion gamma y su
vinculo con la viabilidad celular. Teniendo en cuenta esto ylos estudios previos que
correlacionan la expresién de la proteina MRE11 y la respuesta celular inducida por
radiacion, se estudio la expresion del gen MRE11 mediante PCR en tiempo real (Q-PCR).
Este estudio permitié también realizar otra validacion de los datos obtenidos por el analisis
bioinforméatico del ensayo de microarray. Se observdé una notable disminucion de la
expresion del gen MRE11A en las células G10 mediante el analisis bioinformatico de los
microarrays de expresion. Los resultados obtenidos mediante Q-PCR confirmaron estos
resultados, ya que las células G10 presentaron una menor expresion del gen MRE11 respecto
del control (Fig. 23) a nivel basal sin irradiar. Los tratamientos con radiacibn gamma no
generaron diferencias significativas en la expresion del gen MRE11 en ninguno de los tipos
celulares estudiados. Se observaron diferencias significativas en la expresion del gen MRE11
entre las células G10 y las células PCDNA3 y A7. Ademas, las células G10 irradiadas con

una dosis de 4 Gy presentaron una tendencia a la disminucion en la expresion del gen.
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Fig. 23. Perfil de expresion del gen MRE11 evaluado a través de la cuantificacion relativa de
los niveles de ARNm por Q-PCR. Los datos representan la media +SEM de la cuantificacién
de los niveles de ARNm de MRE11 relativos a GAPDH. Los asteriscos representan diferencia

significativa respecto de PCDNA3 y A7 (p<0,05).

Como se mencion6 anteriormente el gen MRE11A codifica una proteina nuclear
implicada en la recombinacion homologa, el mantenimiento de longitud de los telomeros y la
reparacion de las DSBs. EI complejo MRN del cual forma parte puede ser requerido para la
sefializacion del dafio del ADN a través de la activacion de la quinasa ATM. Estudios
realizados en cancer de mama (Soderlund K. et al. 2007) y vejiga (Choudhury A. et al. 2010;
Teo M. T. W. et al. 2014) en donde se evalud la correlacién entre la sobrevida sin recidiva
luego de la radioterapia con la expresion de varias proteinas implicadas en la via de
sefializacion y reparacion de DSBs (H2AX, ATM, MRE11, RAD50 y NBS1) indicaron una
correlacion positiva entre una alta expresion de la proteina MRE11 y una mejor respuesta al
tratamiento radiante, no encontrando correlacion entre la respuesta a la radioterapia y las
demaés proteinas estudiadas. Las células G10 presentaron menor expresion de este gen, lo cual

en combinacion con las alteraciones en la expresion de genes asociados con ciclo celular y
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apoptosis, podria tener una relacion directa con las caracteristicas de radiorresistencia

encontradas.

Los bajos niveles del gel MRE11A en células G10 denotan una respuesta al dafio
defectuosa contemplando la ineficiencia de las vias de la apoptosis, sefializacion de p53 y
ciclo celular. Estos estudios culminan en una mayor inestabilidad genémica por parte de estas
células, producto de no reconocer el dafio al ADN y evadirla detencion del ciclo celular, lo
gue provoca aberraciones en el nimero de copias y mala distribucion del material genético en
el momento de la duplicacion celular. Este resultado en los niveles de MRE11A confirma uno
de los motivos por los que este tipo celular presenta mayor radiorresistencia y a su vez un alto
grado de malignidad y fenotipo agresivo siendo invasivo y metastasico, en comparacién con
las celulas A7 y PCDNAZ3. Por lo tanto, se puede inferir que existe una relacion entre la falta
de induccién del MREL11 en la respuesta al dafio al ADN desencadenada por los efectos de la
radiacién ionizante y la capacidad del las células G10 de sobrevivir a dicho estimulo, siendo

este contraproducente en la estabilidad gendmica confiriéndoles mayor malignidad.
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6. Conclusion

Se espera que la profundizacién en los estudios de la biologia del melanoma permita
explicar por qué algunos tumores permanecen estables o silenciosos durante afios, por quée
otros presentan agresividad desmesurada y, también, por qué algunos tumores, que tenian un
prondstico desfavorable, no presentan problemas mientras que otros con muy buen prondstico
inicial desarrollan un comportamiento muy agresivo con invasion y metastasis. Los resultados
de este trabajo permiten inferir que células méas agresivas con capacidad metastasica podrian
desarrollar distintos mecanismos para escapar de los efectos de la radiacion ionizante. En
particular, hemos descripto algunos aspectos genéticos que contribuyen a la evasion de la
respuesta a la radiacion por parte de las células del melanoma. Se demostré la co-expresion
diferencial de genes sub-expresados en las células metastasicas G10 respecto de las células no
invasivas A7 y el control PCDNAS3 principalmente en las vias de sefializacion de p53, ciclo
celular, apoptosis y detecciéon y reparacion del dafio al ADN. Por consiguiente, el perfil
genético de las células G10 en cuanto a estas vias resulta interesante para ser evaluado en
otras células de melanoma maligno, ya que podrian asociarse a fenotipos metastasicos o
resistentes a las terapias radiantes. La radiorresitencia de las células G10 puede explicarse en
este modelo por la deficiente deteccion del dafio al ADN por presencia de alteraciones clave
en la via de sefalizacion de deteccidn y reparacion de las DSBs en combinacion con la
potencial resistencia a la apoptosis . Asi, la disminucion en el reclutamiento de moléculas
encargadas de la reparacion del dafio al ADN, arresto del ciclo celular e induccion de
apoptosis contribuiria a la proliferacion sin control, aumentando las aberraciones
cromos6micas y conduciendo a mayor inestabilidad gendmica, que podria asociarse al
desarrollo de caracteristicas mas agresivas en las células. Result6 interesante el estudio de
genes como MRE11A y H2AFX, que llevan a cabo tareas cruciales en las vias mencionadas
anteriormente y se encontraron sub-expresados en las celulas G10. La disminucion en la
expresion de estos genes, asi como la disminucion de los niveles de la proteina fosforilada vy-
H2AX podria asociarse con fallas en la deteccion y reparacion del dafio al ADN. Esto
asociado a la imposibilidad de arresto del ciclo celular y la evasion de las vias de la apoptosis
les conferiria a las células resistencia a las radiaciones ionizantes, contribuyendo a una mayor

inestabilidad gendmica y a la progresion maligna.
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En resumen, hemos demostrado en un modelo homogéneo de células de melanoma
humano con diferentes grados de malignidad un perfil de expresion génica que puede estar
asociado con radiorresistencia y progresion maligna. Este estudio si bien necesita ser
extendido a otras lineas de melanoma con distinto grado de agresividad para validar los
resultados obtenidos, contribuye como prueba de concepto a la comprension de la
radiorresistencia del melanoma en funcion de su regulacién génica y el grado de agresividad.
Estos resultados permiten proponer una asociacion entre deficiencias en el sistema de
deteccién y reparacién de dafio al ADN, la resistencia a la apoptosis y la induccion de
inestabilidad gendmica, la cual podria explicar los mecanismos comunes entre las vias de
resistencia a tratamientos y de progresién maligna. Asimismo, estos hallazgos, una vez
validados en otros melanomas, podrian permitir a futuro el desarrollo de herramientas de
deteccion y tratamientos mas eficaces que aumenten la supervivencia de los pacientes con esta

enfermedad.
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8. Anexo

Problemas Técnicos

Entre los Objetivos de este trabajo se plante6 evaluar la induccion de apoptosis en el
modelo en estudio luego de la irradiacion gamma. La técnica principal propuesta se basa en la
determinacion de proteinas como caspasa 3 activa y PARP mediante  western blot.
Lamentablemente, estos ensayos no pudieron ser finalizados debido a una baja capacidad de
deteccidn del anticuerpo secundario correspondiente y a la demora en la entrega del nuevo
anticuerpo secundario comprado. De todas formas, se espera poder realizar a futuro estos
experimentos para asi confirmar los resultados obtenidos por el anélisis bioinformatico de los
microarrays de expresion presentados en la seccion 5. En base a estos resultados in silico se
espera observar niveles bajos de caspasa 3 activa y la ausencia del clivaje de PARP en las
células G10 a nivel basal y en respuesta a la radiacion gamma en comparacién con el control
PCDNAS3 vy las células A7. Otro ensayo que permitiria estudiar los niveles de apoptosis asi
como el ciclo celular en este modelo en respuesta a radiacion gamma es la tincion con ioduro
de propidio de ADN Yy evaluarlo mediante citometria de flujo. De esta manera, se observaria
en sub-GO mayor contenido de ADN en las células que presentaran apoptosis en respuesta a la
radiacion, previendo menores niveles en las células G10 en comparacion con el control
PCDNA3 vy las células A7, dado que el clon G10 presento la sub-expresion de genes clave en
la via de apoptosis. Estos ensayos se empezaron a realizar y se espera contar con resultados
proximamente que permitan explicar la mayor radiorresistencia observada en las células
metastasicas G10 no sdlo en funcién de la alteracion de la via de respuesta al dafio al ADN

sino también en funcion de la de apoptosis.
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