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RESUMEN

Los venenos de la Topoisomerasa II (Top2) son usados con frecuencia en el tratamiento de

distintas clases de tumores s6lidos y hematoldgicos. Entre los venenos mas utilizados se encuentran
varias antraciclinas y epipodofilotoxinas, entre estas Ultimas el Etoposido (ETO). Su mecanismo
de accion involucra la estabilizacion de aductos proteicos de Top2 en el ADN (complejos de clivaje
de Top2), los cuales conducen a la formacion de rupturas de doble cadena (DSBs, por sus siglas en
inglés) que persisten en el genoma. Las células presentan mecanismos especializados para detectar
el dafo ocasionado por estos agentes, y ademas diversos mecanismos de reparacion para restaurar
el producto de las lesiones genomicas generadas de manera satisfactoria.

Uno de los efectos adversos que tienen las drogas mencionadas, se relaciona a la induccion
de neoplasias secundarias, principalmente leucemia mieloide aguda relacionada al tratamiento (t-
AML), que se caracteriza por la aparicion de rearreglos cromosdmicos que involucran al gen MLL,
localizado en el cromosoma 11q23.

El hecho de que el tratamiento para la cura de una determinada enfermedad sea causante de
otra, convierte en una prioridad investigar los mecanismos que hay detrds de la sefializacion y
localizacion del dafio, y de los distintos mecanismos de reparacion que intervienen para subsanar
las rupturas de doble cadena generados por estos aductos proteicos. A medida que se obtengan
avances en el conocimiento basico de estos fendmenos subyacentes, se podran formular nuevas
terapias, o terapias mas especificas contra las células tumorales, que minimicen los efectos
genotoxicos y citotoxicos colaterales sobre el tejido normal. (de Campos Nebel et al., 2017; M. de
Campos-Nebel et al., 2016, M. I. de Campos-Nebel et al., 2016).

El presente PFI tratara de determinar si la localizacion de TDP1 (Tirosil-ADN-
fosfodiesterasa 1), proteina capaz de hidrolizar aductos proteicos del ADN, esta
compartimentalizada sobre determinadas regiones genOmicas en respuesta al agente
quimioterapéutico ETO, lo cual nos permitird avanzar en el conocimiento de como estas estructuras

covalentes ADN-Top2 son removidas durante el proceso de reparacion del ADN.
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ABSTRACT

Topoisomerase II (Top2) poisons are frequently used in the treatment of different classes

of solid and hematological tumors. The most widely used Top2 poison includes various
anthracyclines and epipodophyllotoxins, among the latter Etoposide (ETO). Its mechanism of
action involves the stabilization of Top2 protein adducts in DNA (Top2 cleavage complexes),
which lead to the formation of double-stranded breaks (DSBs) that persist in the genome. The cells
coordinate specialized mechanisms to detect damage caused by these agents, as well as various
repair mechanisms to successfully restore the genomic lesions.

A side effect of Top2 poisons is related to the induction of secondary neoplasms, mainly
treatment-related acute myeloid leukemia (t-AML), which is characterized by the appearance of
chromosomal rearrangements involving the MLL gene, located in chromosome 11q23.

The fact that treatments for any disease might cause other one, makes relevant to investigate
the mechanisms behind the signaling and localization of the damage, and the different repair
systems involved in the restoration of genome integrity. As advances are made in the basic
understanding of the underlying mechanisms, new or more specific therapies against tumor cells
may be formulated to minimize genotoxic and cytotoxic collateral effects on normal tissues. (de
Campos Nebel et al., 2017; M. de Campos-Nebel et al., 2016; M. 1. de Campos-Nebel et al., 2016)

This PFI was aimed to determine whether the localization of TDP1 (Tyrosyl-DNA-
phosphodiesterase 1), a protein capable of hydrolyzing DNA-protein adducts, is
compartmentalized to certain genomic regions in response to ETO. This will allow us to advance
in the knowledge of how these DNA-Top2 covalent structures are removed from the genome as an

initial step in the repair process of ETO-induced DSBs.
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MARCO TEORICO

HETEROCROMATINA Y EUCROMATINA

El ADN en el nucleo existe en dos formas que reflejan el nivel de actividad de la célula, la
eucromatina y la heterocromatina. La heterocromatina aparece como pequeflas particulas
irregulares, de tincion pignotica, esparcidas por todo el nucleo o acumuladas junto a la envoltura
nuclear o en los alrededores del nucléolo. El nucléolo es una estructura mas o menos redondeada
y con menor contenido de ADN, en la que se encuentra una porcioén de la cromatina relacionada
con la transcripcion del ARN ribosomal y donde se produce el ensamblaje de los ribosomas. La
heterocromatina se divide en heterocromatina facultativa, que pasa de eucromatina a
heterocromatina, y en heterocromatina constitutiva, la cual se mantiene condensada y corresponde
entre el 10-30 % de la cromatina total del ntiicleo. Aunque existen regiones de la heterocromatina
constitutiva que se transcriben, aqui se localizan genes que normalmente no se expresan (A4/berts
et al., 2015). Por su parte, la eucromatina prevalece en las células transcripcionalmente activas,
mientras que la heterocromatina es mas abundante en células menos activas o inactivas (van
Steensel & Furlong, 2019).

La heterocromatina comprende regiones de los cromosomas eucariotas que involucran
dominios gendmicos con propiedades funcionales especificas. La capacidad de la heterocromatina
para restringir la actividad de los elementos mdviles, aislar la reparacion del ADN en regiones
repetitivas y asegurar una segregacion cromosomica precisa es crucial para mantener la estabilidad
genomica. Las diferentes variedades de heterocromatina se distinguen por su combinacion de
modificaciones postraduccionales de histonas (PTM). Estas modificaciones afectan el
reclutamiento de proteinas y el plegamiento de la cromatina. Las secuencias encontradas en
heterocromatina a menudo contienen elementos repetitivos, como secuencias o-satélite y
elementos transponibles. Los nucleosomas en las regiones de heterocromatina facultativa muestran
PTM de histonas que contribuyen a la regulacion del desarrollo al restringir la expresion génica

especifica de linaje (4llshire & Madhani, 2018).
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Las PTM de histonas regulan la factibilidad de que el ADN esté sujeto a transcripcion,
replicacion, reparacion y recombinacion. Existen PTM especificas que controlan la union de
proteinas a los nucleosomas a través de dominios proteicos particulares. Estos dominios pueden
unirse a otros que modifican la cromatina, o pueden ser parte de complejos que contienen/reclutan
modificadores de cromatina, que modifican histonas mediante la adicion o la eliminacién de PTM.
Otras enzimas reclutadas por las PTM de histonas son los remodeladores de la cromatina, que
alteran los contactos entre el octamero de histonas y el ADN para una variedad de funciones. Las
PTM mejor estudiadas en la heterocromatina se asocian a la adicion de uno (mel), dos (me2) o tres
(me3) grupos metilo a la lisina 9 0 27 de histona H3 (H3K9me, H3K27me) (Allshire & Madhani,
2018).

La proteina HP1a es un componente de la heterocromatina, que reconoce y se une a las
colas de H3K9me, lo que conduce a la represion epigenética. Esta se excluye de la cromatina
cuando se fosforila H3Y41p. También puede interactuar con el receptor de laminina-B (LBR),
contribuyendo a la asociacion de la heterocromatina con la membrana nuclear interna. También
esta involucrada en la formacion del cinetocoro funcional, por la interaccion con proteinas del
complejo MIS12. Por lo tanto, HP1a es un buen marcador de heterocromatina constitutiva (4llshire
& Madhani, 2018).

Los centrémeros son los loci cromosomicos donde se ensamblan los cinetocoros. Los
centrdmeros eucariotas estan compuestos por secuencias repetitivas de ADN; la mayoria de estas
repeticiones estdn embebidas en heterocromatina en forma dependiente de H3K9me, y su ADN
esta fuertemente metilado en células somaticas de mamiferos. Los nucleosomas del centromero,
suelen reemplazar a H3 por una variante, la proteina centromérica A (CENP-A), formando la base
fisica del cinetocoro (Allshire & Madhani, 2018).

La heterocromatina tiene dos funciones importantes en el centrémero y el cinetocoro.
Primero, ella influye en el ensamblaje de CENP-A en los nucleosomas. Las PTMs dirigidas por
heterocromatizacion y/o la asociacion entre el nucleo y la periferia pueden promover la
incorporacion de CENP-A. La heterocromatina también limita el tamafio del dominio CENP-A-

cinetocoro. Un segundo rol de la heterocromatina en los centromeros implica la cohesion de las
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cromatidas hermanas mediada por cohesinas. En metafase, las cromatidas hermanas permanecen
asociadas a través de la cohesion solo en sus centromeros. Esto se debe a que la cohesion
centromérica, estd protegida de la degradacion hasta la anafase. Se requiere heterocromatina
centromérica para mediar la cohesion fisica de los centromeros hermanos atrapando altos niveles
de cohesina centromérica (Allshire & Madhani, 2018).

Las regiones eucromaticas estdin densamente pobladas por genes activos y elementos
enhancers; y tipicamente estdn marcadas por una multitud de PTM de histonas tales como
metilacion de H3K4 y acetilacion de varios residuos lisina de histonas. La eucromatina se localiza
generalmente en el interior nuclear, aunque también puede interactuar con los poros nucleares. (van

Steensel & Furlong, 2019).

TOPOLOGIA DEL ADN:

El ADN es una molécula extensa en comparacion con su didmetro, y para que esta pueda
ser replicada, la doble hebra debe ser separada. Esto significa que las hebras deben rotar por delante
de la horquilla de replicacion. Este sobregiro, involucra la generaciéon de superenrollamientos
positivos de la doble hebra sobre si misma, y la consecuente acumulacion de fuerzas de torsion.
Mientras que el superenrollamiento negativo promueve muchos procesos que lleva a cabo el ADN,
tales como la transcripcion, el superenrollamiento positivo los inhibe. Si no hubiera mecanismos
capaces de aliviar estas tensiones, la doble hebra no podria separarse y por lo tanto no se llevarian
a cabo procesos tan importantes como son los antes mencionados.

Este problema fue advertido por James Watson y Francis Crick en 1953 (WATSON &
CRICK, 1953), luego de haber determinado la estructura del ADN. Tiempo después se logro
dilucidar el mecanismo encargado de aliviar las tensiones generadas por el superenrollamiento.
Este mecanismo es llevado a cabo por enzimas denominadas topoisomerasas. (Bates & Maxwell,

2005)
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TOPOISOMERASAS:

Las topoisomerasas son enzimas cuya funcion es regular el estado topolégico del material
genético, haciendo posible la supervivencia de todos los organismos vivos. Estas enzimas ubicuas
realizan una serie de funciones celulares criticas al generar roturas transitorias en la doble hélice
de ADN. Durante este evento catalitico, las topoisomerasas mantienen la estabilidad genomica
formando enlaces fosfotirosilo covalentes entre los residuos del sitio activo y los extremos de ADN
recién generados. Las topoisomerasas son esenciales para la supervivencia celular. Sin embargo,
debido a que escinden el material genético, estas enzimas también tienen el potencial de fragmentar
el genoma. Esta ultima caracteristica de las topoisomerasas es explotada por algunos de los
farmacos contra el cancer y antibacterianos mas utilizados actualmente en la clinica (Deweese et
al., 2008)

Como se observa en la Figura 1, las seis topoisomerasas humanas, Topl, Toplmt, Top2a,
Top2P, Top3a y Top3p, tienen roles compartidos y especializados, aunque a grandes rasgos tienen
un mecanismo de accion similar. Todas las topoisomerasas tienen residuos tirosilo en el sitio activo
que inician la escision del ADN por ataque nucleofilico al fosfato de la columna vertebral del acido
nucleico. Esta reaccion de transesterificacion da como resultado la formacion de un enlace
fosfotirosilo covalente que une la proteina con el extremo recién generado de la cadena de ADN.
También se forma un grupo hidroxilo en el extremo opuesto de la hebra cortada. El enlace covalente
que se origina entre la enzima y el ADN desempena dos funciones importantes en el mecanismo
de accion de la topoisomerasa. Primero, conserva la energia de enlace del esqueleto azucar-fosfato
del ADN. Segundo, debido a que no permite que la cadena de ADN escindida se disocie de la
enzima, la union proteina-ADN mantiene la integridad del material genético durante el evento de
escision (Pommier et al., 2016).

Tras la alteracion de la topologia del ADN mediante el paso de la/s hebra/s o la rotacion
controlada, la ligacion del ADN se inicia mediante el ataque nucleofilico del grupo hidroxilo
terminal al enlace fosfotirosilo. Esta accion regenera la integridad de la cadena de ADN, asi como

el sitio activo de la topoisomerasa. La estructura quimica del ADN ligado es idéntica a la del
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sustrato original, solo las propiedades topologicas de la doble hélice son alteradas por las acciones
de las topoisomerasas (Pommier et al., 2016).
Hay dos clases principales de topoisomerasas, tipo I y tipo II, que se distinguen por el

nimero de cadenas de ADN que se escinden y el mecanismo por el cual alteran las propiedades

topologicas del material genético (Champoux, 2001).

a c
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Figura 1: Topoisomerasas eucariotas: a-c) Las topoisomerasas actuan escindiendo el enlace
fosfodiéster de la cadena de ADN y formando enlaces covalentes transitorios entre un residuo Tyr
v el extremo de ADN 3’ (a, enzimas Topl) o el extremo 5' (b y c, enzimas Top2 y Top3). El ligado
de las roturas se lleva a cabo mediante un ataque nucleofilico del extremo 5'-hidroxilo (Topl) o

del extremo 3'-hidroxilo (Top2 y Top3). d) Las enzimas Topl alivian las tensiones generadas por
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superenrollamientos negativos y positivos (Sc - / +) cortando una hebra y permitiendo una rotacion
controlada de la cadena cortada sobre la intacta. Las enzimas Topl pueden volver a ligar extremos
no homologos. e) Las enzimas Top2 funcionan como homodimeros para relajar los Sc -/+ y
resolver distintas topologias del ADN, explicando de esta manera su rol fundamental en la division
celular. Cada monomero escinde una hebra del ADN a cuatro pares de bases de su sitio de union,
v dirige un segundo duplex para que pase a través de la ruptura generada para luego volver a
ligar el ADN concluido el pasaje. Las Top?2 requieren tanto de Mg2+ como de la hidrolisis de ATP
para su ciclo catalitico. f) Las enzimas Top3 relajan el superenrollamiento hipernegativo (HSc—)
escindiendo una de las dos cadenas de ADN y pasando la cadena intacta a través de la escindida.

Ellas necesitan de Mg2+ como cofactor. (Adaptado de (Pommier et al., 2016)).

TOPOISOMERASAS DE TIPO I:

Estas enzimas son de naturaleza monomérica y no requieren de cofactores para su
funcionamiento. Hay dos subclases de enzimas de tipo I: tipo Ia y tipo Ip. Las topoisomerasas de
tipo I act@ian creando roturas transitorias de una sola hebra en la doble hélice, seguidas del paso de
la hebra intacta opuesta a través de la ruptura (tipo Ia) o mediante la rotacion controlada de la hélice
alrededor de la ruptura (tipo IB). Las enzimas tipo la requieren iones metalicos divalentes para la
actividad catalitica y se unen covalentemente al fosfato 5'-terminal del ADN. En contraste, las
enzimas tipo If no requieren iones metalicos divalentes y se unen covalentemente al fosfato 3'-
terminal. Por lo tanto, las topoisomerasas de tipo I eliminan el estrés torsional de las moléculas
superenrolladas cambiando el giro del ADN, pero no son capaces de desenrollar, desenredar o
desanudar moléculas duplex. Esta ltima accidon requiere una enzima que pueda actuar sobre las
deformaciones del ADN, es decir, que pase una doble hélice intacta, a diferencia de una tinica

cadena de ADN, a través de otra (Bates & Maxwell, 2005; Marchand et al., 2002).

TOPOISOMERASA DE TIPO II:

En las células de los humanos se expresan dos isoformas de topoisomerasas tipo II, a y .

Estas isoformas comparten una identidad de secuencia de aminoacidos extensa (70%) pero estan
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codificadas por diferentes genes (ubicados en las bandas cromosOmicas 17q21-22 y 3p24,
respectivamente). Ambas isoformas generan homodimeros y muestran propiedades enzimoldgicas
casi idénticas. A pesar de sus similitudes, la topoisomerasa Ila (Top2a) y I (Top2p) tienen
patrones de expresion distintos y funciones nucleares especificas. (McClendon & Osheroff, 2007,
Nitiss, 2009a; Vavrova & Simunek, 2012)

La Top2a es esencial para la supervivencia de las células en proliferacion y su expresion
esta vinculada al crecimiento celular, mientras que es casi inexistente en tejidos no proliferantes y
diferenciados. Top2a se asocia a las horquillas de replicacion y permanece estrechamente unida a
los cromosomas durante la mitosis. Por lo tanto, es una isoforma que presenta funcionalidad en los
procesos celulares relacionados con el crecimiento y es necesaria para la segregacion cromosomica.
Por otra parte, la Top2p es prescindible, aunque necesaria para el desarrollo neuronal adecuado en
los mamiferos, y su presencia no puede compensar la pérdida de Top2a en las células humanas.
Ademas, la concentracion de Top2p es independiente del estado de proliferacion, y se encuentran
altos niveles de esta isoforma en la mayoria de los tipos celulares. Top2p se disocia de los
cromosomas durante la mitosis pero juega un papel importante en la transcripcién de genes
regulados hormonalmente y en el desarrollo. (McClendon & Osheroff, 2007; Nitiss, 2009a;
Vavrova & Simunek, 2012)

Las topoisomerasas de tipo II requieren magnesio (Mg?") y, ademas, necesitan la energia
provienente de la ruptura del enlace trifosfato del ATP para su actividad catalitica. Las enzimas
topoisomerasas de tipo II de los eucariotas, se dividen en dos subfamilias o y B en base a su
secuencia y estructura, pero ambas poseen dos dominios conservados, uno ATPasa y otro de unién
al ADN. Dentro de la holoenzima, dos pares de dominios similares dimerizan y controlan el paso
de ADN a través de la enzima (ver Figura 2A). En la Figura 2B se aprecia el mecanismo catalitico
de la topoisomerasa Ila. Esta comienza cuando un segmento de la doble hebra de ADN,
denominado segmento G (gate segment), se une a dos elementos cataliticos: los dominios toprim
y 5Y-CAP (catabolite gene activator protein). Un segundo segmento de ADN bicatenario,
denominado el segmento T (transfer segment), es luego capturado por la dimerizacion de los

dominios ATPasa inducida por ATP (4TP gate), que se componen de dos modulos funcionales

Pagina 12 de 71



U ADE §;§"0«% ESTUDIO DE LA RELOCALIZACION SUBNUCLEAR DE LA ENZIMA TDP1 EN
\ / . ,
~ RESPUESTA AL VENENO DE TOPOISOMERASA II, ETOPOSIDO, EN CELULAS HUMANAS

Lopez Schneider, Florencia

denominados el GHKL (girasa, proteina de choque térmico 90, histidina quinasa y MukL) y
dominios transductores. La captura y dimerizacion conduce a la escision y apertura del segmento
G, y esto permite el pasaje del segmento T a través del espacio del segmento G, y por ultimo este
esreligado. La liberacion de ADP, seguida de la apertura de la “puerta” de ATP (4TP gate), reinicia

el ciclo de la enzima para otra ronda de catalisis (Schoeffler & Berger, 2005).

A B O ™ 1 ATP

M-termiinal straps

ATPase

C-terminal domain
(bacrerial type 1A
tepos onlyl

topim

C-gate

Figura 2: Estructura cuaternaria y mecanismo catalitico de las topoisomerasa II: A) Disposicion
general de elementos topograficos de la topoisomerasa tipo Ila. Los dominios ATPasa (con su
subdominio GHKL) se muestran en amarillo y el subdominio del transductor en naranja (con las
regiones N-terminales representadas por lineas negras). La “puerta” del ADN, formada por dos
dominios 5Y-CAP (verde) y un par de pliegues toprim (rojo), ayuda con la catdlisis y escision del
ADN. Los dominios “tower” son de color celeste, la puerta C azul oscuro y el CTD violeta. Se
indica el eje de simetria doble de la holoenzima. La topoisomerasa de tipo Il eucariota actua como
un homodimero. B) Representacion esquematica del ciclo catalitico. El segmento G (verde claro)
se une primero a la puerta de ADN (paso 1). Un segmento T (verde azulado) es capturado por
dimerizacion de los dominios ATPasa tras la union de ATP (paso 2). La hidrolisis de ATP seguida
de la liberacion de Pi desencadena la apertura de la puerta del ADN y paso del segmento en T
(paso 3). La apertura de la puerta C permite que escape el segmento T (paso 4), mientras que la

religacion del segmento G y la liberacion de los productos de hidrolisis conducen a la apertura de
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la puerta de ATP, restableciendo asi la enzima para otra ronda de catdlisis (paso 1). Tomado y
adaptado de (Schoeffler & Berger, 2005)

Las topoisomerasas tipo Il modulan la topologia del ADN al generar una ruptura transitoria
de doble cadena en el esqueleto del ADN, pasando una doble hélice por la abertura y volviendo a
sellar la ruptura. Para ello, requieren de iones metalicos divalentes. Cada mondémero de Top2
escinde el esqueleto fosfodiéster de una cadena de ADN mediante un ataque nucleofilico que
involucra a un resido tirosina catalitico, que se une al extremo 5’ fosfato de la cadena de ADN en
el que se encuentra la ruptura doble cadena. La reaccion de escision de las topoisomerasas de tipo
II genera intermediarios de ADN con extremos 5’ cohesivos de 4 bases que se unen covalentemente
a cada mondémero de la enzima a través de sus fosfatos 5'-terminales. Estos intermediarios
cataliticos, denominados complejos de clivaje Top2 (Top2cc), se revierten rapidamente y no
representan una amenaza para la integridad del genoma. Sin embargo, varios factores endogenos y
exdgenos, incluidos los agentes quimioterapéuticos como el etoposido (ETO) tienen la capacidad
de atrapar el Top2cc, aumentando su vida media y, por lo tanto, la probabilidad de colision de las
maquinarias de replicacion o transcripcion con dichas estructuras (McClendon & Osheroff).

La Top2 es una enzima esencial pero genotoxica. Los Top2cc son intermediarios necesarios
en la reaccion de paso de la cadena. El equilibrio entre el clivaje del ADN mediado por enzimas
(requerido para sus funciones fisiologicas) y la ligadura de estos es fundamental para la

supervivencia celular, como se observa esquematizado en la Figura 3 (Pendleton et al., 2014).
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Figura 3: Balance de clivaje: Los niveles de los complejos de clivaje deben mantenerse en un
equilibrio critico. Una disminucion en su concentracion generalmente refleja una disminucion en
la actividad catalitica global. Si los complejos de clivaje caen por debajo de un umbral critico, la
Top?2 no puede desenredar completamente los cromosomas hijos post-replicacion, y las células
mueren como resultado de una falla mitotica (izquierda). Si el nivel de clivaje es demasiado alto
(derecha), las células también sufren efectos fisiologicos catastroficos, pero por razones
diferentes. Cuando las horquillas de replicacion, los complejos de transcripcion y otros sistemas
de rastreo sobre el ADN intentan atravesar estos complejos, pueden generar roturas permanentes
de doble cadena. El daiio resultante induce vias de reparacion que pueden desencadenar
mutaciones, translocaciones cromosomicas u otras aberraciones cromosomicas. Si la tasa de
dario del ADN es muy alta, pueden desencadenar la muerte celular; y en esto se fundamentan
varias drogas contra el cancer. En algunos casos, las células se recuperan y pueden sobrevivir,
pero conteniendo mutaciones o aberraciones cromosomicas. Estas aberraciones cromosomicas
pueden iniciar una transformacion leucemogénica. La exposicion a los venenos de Top2 se asocia
con la formacion de tipos especificos de leucemia mieloide aguda relacionada a terapia (t-AML)
v leucemias infantiles que involucran el gen MLL (leucemia de linaje mixto) en la banda

cromosomica 11q23 y t-APL que presentan translocaciones cromosomicas t(15:17) entre el gen
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PML (leucemia promielocitica) y el RARA (receptor de dcido retinoico) (flecha inferior derecha)
(Pendleton et al., 2014).

La accion de Top2 también se ha relacionado a la induccion de tipos especificos de
leucemia, ya que agentes quimioterapéuticos que se dirigen a esa enzima inducen translocaciones
gendémicas que conducen a tumores malignos secundarios al tratamiento. En este contexto, se ha
sugerido que Top2P puede ser especialmente responsable de estos eventos. Los riesgos asociados
a la rotura de hebras por topoisomerasas sugieren que hay aspectos de procesos fundamentales,
como la transcripcion, que plantean desafios topoldgicos Unicos y que las células necesitan un
amplio repertorio de respuestas y vias de reparacion especificas para salvaguardar la integridad del

genoma (Pendleton et al., 2014).

LA INTERACCION TOPOISOMERASA-CROMATINA:

Las topoisomerasas pueden funcionar frente a diversos escenarios topoldgicos. Las enzimas
Topl y Top2 no requieren que el ADN esté superenrollado, ya que pueden cortar sustratos lineales
tan cortos como 18-20pb (Pourquier et al., 1997). Las topoisomerasas tipo 1B tienen una
localizacion exclusiva dentro de las células (nuclear para Topl y mitocondrial para Toplmt),
mientras que Top2a, Top2B y Top3a pueden estan presentes tanto en el nicleo como en
mitocondrias (Wang et al., 2002; Zhang et al., 2014).

Existe una dindmica en la interaccién entre las topoisomerasas y la cromatina. Los
nucleosomas protegen el ADN de la accion de las topoisomerasas restringiendo su accion
(Capranico et al., 1990; Salceda et al., 2006). Sin embargo, incluso en regiones libres de
nucleosomas, la accion de las topoisomerasas esta limitada para preservar el superenrollamiento
negativo que requiere el inicio de la transcripcion (Baranello et al., 2016, Kouzine et al., 2013) y
la replicacion (Seinsoth et al., 2003), ademas de minimizar los complejos de clivaje nocivos.
Existen proteinas que se unen al ADN superenrollado negativamente y lo protegen de las
topoisomerasas, mientras que otras regulan la actividad de estas ultimas. Por ello, las
topoisomerasas son reclutadas a regiones especificas por remodeladores de cromatina (Husain et

al., 2016).
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Los switch/sacarosa no fermentables (SWI/SNF, o complejo BRG1 o BAF) son
remodeladores de nucleosomas dependientes de ATP que cambian la estructura de la cromatina
alterando contactos ADN-histonas, y regulando la metilacion de histonas. Topl y Top2a estan
controlados por SMARCA4 (o BRG1), subunidad catalitica ATPasa de los complejos SWI/SNF.
SMARCAA4 y otros componentes de los complejos SWI/SNF se asocian y reclutan a Topl a la
cromatina (Figura 4) para mantener la estabilidad gendémica, y suprimir la formacion de estructuras
secundarias de ADN potencialmente mutagénicas, como los cuaddruplex de Guanosina (Husain et

al., 2016).
Cunacbm uf mg&tl'v.a
superhelix
—@ e

5 s | N s TOP1-FACT- e
RMA Pol 11 egalive = HaK4me3 at DMNA name
transcription - superhelix > DNAs > ronBDNAs " | break ™ | instability

H3K4me3
5 -

Figura 4: Rol de SMARCA4, FACT y H3K4me3 en la inestabilidad genomica mediada por Topl.

Los altos niveles de transcripcion conducen a la acumulacion de superenrrollamientos negativos.
SMARCA4 recluta Topl durante la transcripcion activa de la cromatina para corregir la
acumulacion excesiva de superhelix negativo y prevenir la formacion de ADN non-B en regiones
repetitivas. La falta de reclutamiento de Topl provoca la acumulacion de superhelix negativo y la
formacion de estructuras de ADN non-B en regiones repetitivas. FACT se une al ADN no-B a
traves de SSRP1 y atrapa una fraccion de Topl reclutada por SMARCAA4, facilitando la formacion
de un complejo de Topl, FACT y H3K4me3 en cromatina que no contiene ADN B, resultando en
roturas al ADN (Husain et al., 2016).

La unioén de Top2a a la cromatina, para prevenir enredos en el ADN durante la mitosis,

también depende de la actividad ATPasa de SMARCAA4. La eliminacion de SMARCA4 conduce
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a la formacion de puentes en la anafase, donde las cromatidas hermanas permanecen unidas por
hebras catenadas de ADN, un fenotipo compartido con la deficiencia de Top2a (Dykhuizen et al.,
2013). Top1 también es reclutado a la cromatina transcripcionalmente activa mediante la unién al
complejo de transcripcion de cromatina (FACT), que es una chaperona de histona y un factor de
elongacion de la transcripcion. Ademads del reclutamiento de Topl por SMARCAA4, el complejo
FACT ha sido propuesto de reclutar Top1 a estructuras de ADN no canonicas (ADN no-B) (Husain
et al., 2016). Top2a es clave del andamiaje cromosdémico y también para la condensacion
cromosoOmica y la compactacion de cromosomas mitoticos. La sumoilacion de Top2a regula su
actividad de decantacién que permite la segregacion adecuada del ADN replicado (Bachant et al.,
2002).

Estudios recientes (Trotter et al., 2015), encontraron que Ku70 (XRCC6) se asocia con un
fragmento BRGI. Los ensayos utilizados demostraron que Ku70/86 y los componentes del
complejo Top2P/poli (ADP ribosa) polimerasa 1 (PARP1) son necesarios para la activacion
transcripcional dependiente de SWI/SNF mediada por el receptor nuclear a partir de promotores
endogenos. Ademas, demostraron que las rupturas de ADN de doble hebra mediadas por Top2f3
son necesarias para la eficiente transcripcion de receptores de glucocorticoides. Esto sugiere una
interaccion directa entre Ku70/86 y BRGI, que involucra la capacidad de remodelacion de
SWI/SNF y la actividad de Top2f3 para aumentar la actividad transcripcional en respuesta al

estimulo hormonal.

TOPOISOMERASAS COMO BLANCO DE ACCION EN EL TRATAMIENTO
CONTRA EL CANCER:

El dafio gendémico inducido por las topoisomerasas es el resultado de la estabilizacion de
complejos de clivaje que involucran a estas enzimas por una gran cantidad de drogas contra el
cancer, que inducen dafio al ADN (4shour et al., 2015; Nitiss, 2009a, 2009b).

Las ADN topoisomerasas alteran la estructura del ADN mediante la induccién de roturas
transitorias de las hebras. Ellas utilizan residuos de tirosina para formar aductos intermediarios

covalentes entre la enzima y el ADN, resultando en la rotura de una o ambas hebras del ADN,
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permitiendo aliviar tensiones topologicas. Los inhibidores especificos de las topoisomerasas
impiden la reaccion de religacion y generan aductos covalentes ADN-proteina estables. Cuando la
horquilla de replicacion o un complejo de transcripcion se encuentra con Top2, colisiona y
convierte la escision transitoria del ADN en roturas permanentes. La reparacion de estas lesiones
requiere de vias de reparacion especificas que incluyan la remocion de los aductos. Si las roturas
afectan regiones importantes del genoma u ocurren en gran nimero, se activan vias apoptoticas.
Por el contrario, si son detectadas y reparadas, aunque no de manera satisfactoria, las células logran
sobrevivir con alto riesgo de contener translocaciones cromosémicas u otras aberraciones (Nitiss
et al., 20006).

Los agentes que aumentan la vida media de los complejos Top2-ADN, por interrumpir su
actividad catalitica, son llamados venenos de Top2. Una de las drogas mas utilizados para tratar
pacientes con tumores es el Etoposido (ETO), que afecta a la Top2. El ETO es una droga
quimioterapéutica utilizada para el tratamiento de tumores sélidos, como cancer testicular y
pulmon, entre otros. ETO bloquea la actividad catalitica de las topoisomerasas, destruyendo de esta
manera a las células cancerosas, ya que inhibe su replicacion. ETO es un derivado de la
podofilotoxina, también llamado VP-16 (P. & Neil, 2008).

La acumulaciéon de Top2cc en las células tratadas conduce a la generacion de roturas
permanentes de la cadena de ADN, que si no son bien reparadas, pueden conducir a la mutagénesis,
a translocaciones cromosomicas o la muerte celular. Si los Top2cc sobrepasan la capacidad de
reparacion de la célula, pueden desencadenar vias de apoptosis, y de esta manera controlar el
crecimiento tumoral. Un problema frecuente ocurre cuando la célula logra sobrevivir, pero con un
alto numero de roturas de doble cadena (DSB) en su genoma. Las células sobrevivientes con su
ADN lesionado, suelen desencadenar translocaciones cromosémicas que conducen a tipos

especificos de leucemia (Baldwin & Osheroff, 2005).

TOPOISOMERASA II Y LEUCEMIA:

Estudios clinicos sugieren que Top2 inicia translocaciones cromosomicas que terminan

derivando en tipos especificos de leucemia. La aparicion de t-AML refleja el dafio genético no
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letal inducido por estos agentes en las células precursoras hematopoyéticas. Las leucemias agudas
agresivas, tanto linfoblasticas como mieloides, se asocian a translocaciones del gen de leucemia de
linaje mixto (MLL). Aproximadamente, entre el 2-12% de los pacientes que son tratados con
terapias que usan ETO, desarrollan leucemia mieloide aguda, con un periodo de latencia corto
(entre los 6 y 24 meses). La caracteristica comun entre ellas (cerca del 50%) consiste en la presencia
de translocaciones que involucran al gen MLL (leucemia de linaje mixto), en la banda
cromosomica 11923 (Baldwin & Osheroff, 2005). Las translocaciones se observan en una region
BCR (breakage cluster region) de 1 kb localizado en el gen MLL (ver Figura 5), en comparacion
con la region BCR mayor de 8.3 kb asociada a las AML de novo en adultos. MLL es una histona
metiltransferasa que regula positivamente la transcripcion génica, incluyendo genes homeobox
(HOX), involucrados en el crecimiento y la segmentacion celular. Esta proteina multidominio esta
involucrada en la regulacion epigenética de genes hematopoyéticos y no hematopoyéticos (Cowell
& Austin, 2012; Muntean & Hess, 2012).

El gen MLL se expresa en varios tejidos, incluyendo a células mieloides y linfoides. Las
translocaciones que involucran al MLL estan relacionadas tanto con AML como con ALL y son
de prondstico pobre (Muntean & Hess, 2012). Las translocaciones cromosOmicas representan un
evento temprano en el desarrollo de estas leucemias y los genes de fusion resultantes, como el
MLL-AF9, pueden transformar precursores hematopoyéticos e inducir leucemia en modelos

animales (Chikamori et al., 2010, Cowell & Austin, 2012).
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Figura 5: Esquema del locus MLL (banda cromosomica 11g23): Se observa la region de los puntos
de ruptura (BCR). Los exones 8—14 se encuentran indicados. Los BCR caen dentro de una region
de 8,3 kb del gen (linea verde). Aquellos observados en t-AMLs asociadas a Top2 y en las AMLs
infantiles, se agrupan en el extremo telomérico de 1 kb del BCR (linea azul) (Pendleton et al.,

2014).
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MECANISMOS DE REPARACION Y RESPUESTA AL DANO INDUCIDO
POR TOPOISOMERASAS DE TIPO II:

Si el dafno en el ADN no se repara correctamente, los procesos metabolicos nucleares como
la replicacion y la transcripcion, en cromosomas que contienen DSB, pueden llevar a consecuencias
catastroficas, incluso conducir a la pérdida de fragmentos cromosomicos durante la mitosis. Por lo
tanto, en respuesta al dafio del ADN, las células detienen el ciclo celular y proporcionan una
ventana temporal para reparar las lesiones (Karanika et al., 2015).

Como resultado al ADN lesionado, las células activan una respuesta al dafio en la cual hay
una remodelacion de la cromatina y se activan distintos checkpoints y factores que ayudan a la
localizacion y reparacion del mismo. Los dafios en la doble hebra se detectan mediante complejos
proteicos que reclutan ataxia-telangiectasia mutada (ATM) y ataxia-telangiectasia relacionada con
Rad3 (ATR) al sitio de la lesion, lo que induce un aumento en la fosforilacion de H2AX (YH2AX,
histona de la familia H2A). El reclutamiento de ATM, conduce a la activacion de Chk2
(Checkpoint kinase 2) y la posterior estabilizacion de p53, promoviendo la detencion del ciclo
celular G1/S a través de p21, brindando tiempo para reparar el dafio evitando la replicacion del
ADN danado. Por otro lado, ATR que se localiza en regiones de ADN monocatenario que surgen
por estrés replicativo, activa Chk1 (Checkpoint kinase 1) que a su vez fosforila Cdc25 y Weel, lo
que lleva al arresto de la replicacion en S y G2; y al inicio de la reparacion del ADN (Karanika et
al., 2015). La recombinacion homologa (HR) y la recombinacion de extremos no homologos
(NHEJ) son las principales vias implicadas en la reparacion de DSB. Se ha encontrado también un
proceso alterno de reparacion de extremos no homologos (A-EJ). (Pommier et al., 2016).

Para remover los Top2cc, existen dos vias principales: la via de escision mediada por TDP
y la via mediada por nucleasas. En la Figura 6 se ilustran distintas vias para la remocion de Toplcc
y Top2cc. Las vias alternativas para la liberacion de Topcc dependen de la escision
endonucleolitica de la cadena de ADN que est4 unido a las topoisomerasas. Estas vias cortan el
ADN que flanquean a los Topcc, y luego las polimerasas rellenan los nucledtidos faltantes

basandose en la HR (Menon & Povirk, 2016)
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Figura 6. Reparacion de ccTopl y ccTop2. A) TDPI1 y TDP2 cortan el enlace covalente Topl
tirosil-ADN (el de menor eficiencia entre paréntesis), liberando Topl y dejando un extremo 3'-
fosfato (derecha), el cual requiere un procesado adicional por la polinucleotido quinasa fosfatasa.
B) Los Top2cc son reparados preferentemente por TDP2 y con menor eficiencia por TDPI en
vertebrados, liberando Top2 y dejando un extremo 5'-fosfato (derecha), que puede ligarse
facilmente. En la via endonucleolitica (izquierda), las topoisomerasas se liberan con el segmento
de ADN al que estan unidas por la accion de las endonucleasas; la polaridad es opuesta para
Toplccy Top2cc (Pommier et al., 2016).

Se ha reportado que Top2 tiene actividad catalitica tanto en la eucromatina como en la
heterocromatina (Agostinho et al., 2004; Blattes et al., 2006), lo cual es consistente con que puede
inducir DSB en ambos compartimentos al verse afectada su actividad. Sin embargo, dada la
naturaleza compacta de la heterocromatina en comparacién con la eucromatina, junto a otros
factores atn no dilucidados, los mecanismos de sefalizacion y reparacion del ADN dafado en un
compartimento nuclear difiere sustancialmente respecto del otro.

Respuestas diversas y especializadas han sido demostradas en el nucléolo sobre secuencias
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de ADNr (Korsholm et al., 2019) , durante la replicacion de la heterocromatina pericentromérica
(Mendez-Bermudez et al., 2018), e incluso entre el ADN pericentromérico y el centromérico donde
diferencias en el reclutamiento de factores de reparacion han sido reportados (Tsouroula et al.,
2016). En relacion a esto, se ha demostrado que la quinasa ATM cumple un rol en la reparacion de
una fraccion de las lesiones inducidas por las radiaciones ionizantes que ocurren en la
heterocromatina (Goodarzi et al., 2008). Por otra parte, se ha vinculado a la nucleasa TDP2 con la
reparacion de DSB asociadas a transcripcion inducidas por venenos de Top2 (Gomez-Herreros et

al., 2017).

TIROSIL-ADN-FOSFODIESTERASA 1 (TDP1)

SUSTRATOS

La tirosil-ADN-fosfodiesterasa 1 (TDP1) esta codificada en el cromosoma humano 14 a
través de 17 exones y es miembro de la superfamilia Fosfolipasa D, familia que involucra varias
fosfodiesterasas. TDP1 es una enzima de reparacion del ADN capaz de remover péptidos
covalentemente unidos mediante una unién fosfotirosina al extremo 3’ del ADN. (Pommier et al.,
2016).

Ademas de su amplio espectro de sustratos, TDP1 interactia con varios factores de
respuesta al dafio del ADN. Participa ademas en la eliminaciéon de Top2cc en un contexto
cromatinico, aunque no es esencial en esa funcién. TDPI actiia en la reparacion de lesiones
mediadas por Top2, ya que lineas celulares silenciadas en TDP1 son hipersensibles a drogas que
tienen como blanco a Top2, acumulando roturas e inestabilidad del genoma (Borda et al., 2015).

La eliminacién de Toplcc por TDP1 deja un fosfato 3’, que impide que TDP1 elimine otro
nucleétido y actlie como una exonucleasa (Debéthune et al., 2002) (Interthal, Chen, & Champousx,
2005). Por lo tanto, su actividad debe combinarse con la polinucleotido quinasa fosfatasa (PNKP)
para generar extremos 3’-hidroxilo que pueden extenderse mediante polimerasas. Esto explica la
importancia de PNKP y su proteina asociada XRCC1 en la reparacion de Toplcc (Plo et al., 2003).
TDP1 interactiia y es estabilizado por PARPI1 en los sitios Toplcc (Das et al., 2014). TDP1

hidroliza 3’-tirosina en una variedad de estructuras de ADN con preferencia por ADN
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monocatenario. Si bien TDP1 no puede eliminar completamente a Topl nativo, la digestion
proteolitica o desnaturalizacion de Topl, le permite ser hidrolizada por TDP1. TDP1 puede
resolver enlaces 5°- fosfotirosilo, aunque es menos eficiente que TDP2, lo que resulta en una via
de respaldo para la reparacion de Top2cc (Debéthune et al., 2002; Pommier et al., 2014).

Los sustratos de TDP1 incluyen extremos 3’-fosfoglicolato y 3’-fostato desoxirribosa,
productos comunes del dafio oxidativo del ADN. Las células knockout en TDP1 son deficiente en
la reparacion de dafio oxidativo tanto en las mitocondrias como en el nucleo. La actividad
nucleosidasa de TDP1 puede quitar 3’-desoxiribonucleétidos y 3’-ribonucledtidos, cuando no estan
fosforilados en sus extremos 3’. El hecho que TDPI no procese extremos 3’-fosfato, limita su
actividad a un solo nucledsido de los extremos. TDP1 hidroliza lesiones 3’-desoxirribosa
resultantes de la alquilacion de bases luego de la AP liasa. Esta actividad es relevante para sobre
lesiones inducidas por diferentes agentes y radiaciones. La potente actividad fosfodiesterasa de
TDP1 hidroliza varios aductos sintéticos unidos al extremos 3’-fosfato (Debéthune et al., 2002,

Interthal, Chen, & Champoux, 2005; Pommier et al., 2014).

ESTRUCTURA DE TDPI

TDP1 humana es un polipéptido de 68 kDa y consta de dos dominios. El extremo N-
terminal regula su reclutamiento y la estabilidad de la proteina. El dominio catalitico del extremo
C-terminal pertenece a la familia de la fosfolipasa D (PLD), y contiene dos motivos HKN separados
por 210 residuos (para TDP1 humano: H263K265N283 y H493K495N516). TDPI se diferencia
en que los aspartatos en los motivos HKD son reemplazados por asparaginas. TDP1 actlia como
monomero, con los dos motivos HKN muy cercanos en un canal asimétrico estrecho de union al
sustrato (Figura 7A) y cargado positivamente para unir ADN monocatenario. El canal se ensancha
para recibir el polipéptido, y se mezcla su distribucion de cargas (Figura 7C). Los motivos HKN
estabilizan el vanadato usado como intermediario de transicidon, a través de seis enlaces de H
(Figura 7E). Los residuos N de los sitios activos (N283 y N516) estabilizan la K de la cadena vecina
a través de enlaces de hidrogeno. EI ADN monocatenario se mantiene por interacciones polares

(Figura 7E) aunque también por interacciones hidrofobicas con el ADN. Como la estabilidad del

Pagina 24 de 71



U ADE g‘%’% ESTUDIO DE LA RELOCALIZACION SUBNUCLEAR DE LA ENZIMA TDP1 EN
\ / . ,
i/ RESPUESTA AL VENENO DE TOPOISOMERASA II, ETOPOSIDO, EN CELULAS HUMANAS

Loépez Schneider, Florencia

sustrato se realiza por ambas interacciones, el reconocimiento del ADN no esta restringido a su

secuencia (Pommier et al., 2014).

A K111 K285 K405 B D122 M264
581 H263 _HEBS H433 NS516 il M120  E152 D262 H351

Figura 7: Estructuras cristalogrdficas de TDPI (izquierda) y TDP2 (derecha). A) y B)
Representacion lineal de los polipéptidos TDPI (4) y TDP2 (B). Los segmentos N-terminales
(blancos) (residuos 1-148 en TDPI1 y 1-120 en TDP2) estan ausentes. UBA: dominio de union de
ubiquitina. Los segmentos cataliticos estan resaltados en amarillo. C) y D) Estructuras de
superficie de los cristales de TDP1 (C, PDB ID INOP) y TDP2 (D, PDB ID 4F1H). Las proteinas
se muestran en rosa, los residuos cataliticos en amarillo, el ADN en lineas azules, el péptido en
linea verde y en lineas coloreadas a cada elemento (N, azul; O, rojo; P, naranja; Vanadato, gris).
Para TDP2, el Mg’* se representa como esfera verde. E) y F) Contactos entre sustratos y residuos
del sitio catalitico de TDP1 (E) y TDP2 (F). Los residuos cataliticos se representan con palos
amarillos; aquellos involucrados en interacciones polares con lineas cian, los implicados en

interacciones hidrofobicas en magenta. Las lineas estan coloreados por elemento (N, azul; O, rojo;
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P, naranja; Vanadato, gris). Las lineas discontinuas marcan las interacciones polares (Pommier

etal.,, 2014).

MECANISMO CATALITICO

TDP1 no requiere cofactores y procesa sustratos en dos pasos con un intermediario
transitorio covalente. Primero ocurre un ataque nucleofilico del enlace fosfotirosilo de Top1-ADN
a través del residuo H263 del motivo HKN N-terminal (Figura 8A). El residuo H493 del HKN
opuesto actiia como acido y dona un protén al péptido recién formado que contiene tirosina. Un
enlace fosfoamida covalente transitorio se forma entre H263 y el extremo 3’ del sustrato (Figura
8B). El residuo H493 actia ahora como base ¢ hidroliza este intermediario a través de un molécula
de agua (Figura 8C). Esto genera un extremo 3’ (Figura 8D) que debe ser procesado por PNKP. El
cambio de una H catalitica por una R en la posicion 493 (H493R) genera acumulacion de
intermediarios covalentes ADN-TDP1 (Figura 8E), que es responsable de una enfermedad
neurodegenerativa, autosomica recesiva, llamada ataxia espinocerebelar con neuropatia axonal

(SCANT1) (Connelly & Leach, 2004, Hirano et al., 2007; Pommier et al., 2014).

Q0 .
I Haa il

2

ﬁ T B c ﬂ sidal

- T r <
i i a Wi x
T — { — -
TOP1 il A% 10-Y TOPI - L TOP1 "I ™, TOR
; ' E
Tl 1-0IMA M
commkay
Hnil
1
i
]
!
E Y
Ly
FRasl 1}
-
TDP
.__l.l,.ll\.
Tepi-0nA
connphax

Figura 8: Ciclo catalitico de TDP1. (4) Ataque nucleofilico de la cadena fosfodiéster del
ADN a traves del atomo N2 del imidazol de H263. H493 dona un proton al grupo tirosilo del
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péptido saliente. (B) Intermedio covalente de fosfohistidina. (C) Segundo ataque nucleofilico a
traves de una molécula de agua activada por H493. (D) Generacion de un extremo 3 ’-fosfato como
producto y liberacion de la enzima TDPI. (E) Las mutaciones en SCANI (H493R) conducen a una
acumulacion del intermediario Tdp1-ADN (Pommier et al., 2014)

La presencia de una mutacion homocigota en H493R que interrumpe el sitio activo de
TDP1, y su asociacion causal a la patologia SCAN1, resalta la importancia de esta enzima. SCAN1
es el primer trastorno genético humano que resulta de una falla en la reparacion de complejos ADN-
proteina, en el que la proteina responsable de la enfermedad queda atrapada covalentemente sobre
el ADN. Las células de los pacientes SCAN1 acumulan complejos Topl-ADN y TDP1-ADN
(Hirano et al., 2007). Los complejos proteina-ADN no reparados interfieren con la transcripcion
en neuronales y contribuyen al fenotipo SCAN1. Lineas celulares mutantes para TDP1 derivadas
de pacientes SCAN1, muestran hipersensibilidad al inhibidor de Topl camptotecina (CPT). Las
lesiones producidas por CPT son DSB, resultantes de las colisiones de horquillas de replicacion

con Toplcc (Hirano et al., 2007, Interthal, Chen, Kehl-Fie, et al., 2005).

REGULACION DE TDP1, MODIFICACIONES POSTRADUCCIONALES Y
ASOCIACION CON VIAS DE REPARACION:

Las PTM por fosforilacion, poli-ADP-ribosilacion, SUMOilacion y ubiquitinacion regulan
el reclutamiento, la actividad y la estabilidad de las proteinas de respuesta al daiio del ADN (DDR).
ATM y ADN-PK (proteina kinasa dependiente de ADN) activan TDP1 por fosforilacion en Ser81
(Figura 7A). La fosforilacion de TDP1 aumenta su estabilidad y reclutamiento a los sitios
lesionados. La fosforilacion de Ser81-TDP1 promueve interacciones de TDP1 con XRCCI1 y la
ligasa III, que luego reclutan a PNKP (Das et al., 2009, Pommier et al., 2014).

Existe un vinculo entre la via ATM-Chk2 y la fosforilaciéon de XRCC1. ADN-PK interactua
ademas y fosforilaa XRCC1. Enrespuestaa CPT, XRCCI1 colocaliza con YH2AX y pSer81-TDP1.
Estos sitios se correlacionan con la fraccion de Toplcc que resultan en lesiones irreversibles por
colision con la horquilla de replicacion y con la transcripcion. TDP1 fosforilado en Ser81 protege
a las células contra el dafio inducido por IR y CPT (Das et al., 2009, Plo et al., 2003; Pommier et
al., 2014).

Pagina 27 de 71



UADE s‘&“ﬁ“’a ESTUDIO DE LA RELOCALIZACION SUBNUCLEAR DE LA ENZIMA TDP1 EN
\ / . ,
~ RESPUESTA AL VENENO DE TOPOISOMERASA II, ETOPOSIDO, EN CELULAS HUMANAS

Lopez Schneider, Florencia

La PARPI estd implicada en la reparacion de Toplcc. Esta cataliza la reaccion de ADP-
ribosilacion en polimeros (PAR), a partir de nicotinamida adenina dinucledtido oxidado (NAD +)
a ella misma y a otras proteinas, incluyendo Topl, XRCC1, Ligasa III e histonas. El dominio N-
terminal de TDP1 se une al dominio catalitico de PARP1. PARP1, PARila TDP1 sin interferir con
su actividad fosfodiesterasa, estabilizando a TDP1 en respuesta al dafio. Ademas, esta PARilacion
recluta TDP1 y XRCCI1 a los sitios de dafio inducidos por Toplcc. Tanto la PARilacion como la
SUMOilacioén reclutan TDP1 a los sitios de dafio del ADN (Patel et al., 2012).

TIROSIL-ADN FOSFODIESTERASA 2 (TDP2)

SUSTRATOS

TDP2 fue descubierto como una enzima que podria revertir aductos de proteinas unidas por
grupos tirosilo a fosfatos del ADN (Zeng et al., 2012). Originalmente se identificé por su capacidad
de remover complejos Topl-ADN, y luego se observd mayor actividad in vitro en complejos
5'tirosil-ADN e intermediarios de replicacion viral. Después de la eliminacion de Top2 del extremo
5> del ADN vy la regeneracion de un 5’ fosfato, la religacion directa puede ocurrir mediante NHEJ.
Sin embargo, la HR también tiene un rol en el procesamiento de Top2cc (Malik et al., 2006, Nitiss
et al., 2006). TDP1 repara principalmente Toplcc y TDP2 repara principalmente a Top2cc. La
actividad de TDP2 est4 limitada a la remocion de proteinas atrapadas en extremos 5’-tirosilo de
ADN. Las células deficientes en TDP2 son hipersensibles a los inhibidores de Top2 (Cortes
Ledesma et al., 2009).

TDP2 y TDPI tienen actividades que se superponen ya que TDP1 tiene una menor actividad
en extremos 5’-fosfotirosilo y TDP2 presenta menor actividad sobre extremos 3’-fosfotirosilo. La
actividad fosfodiesterasa de TDP2 es especifica para enlaces fosfotirosilo. TDP2 escinde enlaces
5’-tirosilo en extremos de ADN monocatenario; asi como sustratos que sobresalen del extremo 5.

TDP2 no requiere segmentos largos de ADN ni muestra actividad nucleosidasa (Zeng et al., 2012).
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ESTRUCTURA DE TDP2

La TDP2 humana es mas pequela que TDP1 con una masa molecular de 41 kDa (362
residuos de aminoacidos). TDP2 consta de dos dominios, el catalitico en el extremo C-terminal y
el N-terminal tiene un motivo de union a ubiquitina (UBA) (Figura 7B). TDP2 pertenece a las
nucleasas con dominio EEP que escinden cadenas de ADN y ARN. Tiene cuatro motivos cataliticos
conservados (TWN, LQE, GDXN y SDH) compartidos con otras nucleasas dependientes de
Mg**/Mn?*. La estructura de TDP2 revela una organizacién monomérica con un sitio catalitico
formado por cuatro residuos que quelan un ion Mg?*. La Figura 7D y 7F muestra la estructura
cristalografica de TDP2 en Zebra fish. Presenta un canal de union a ADN monocatenario que
conduce al sitio catalitico formado por N129, E161, D271 y H320 (residuos N120, E152, D262 y
H351 en humanos) que coordinan un ion Mg?" (Gao et al., 2012; Pommier et al., 2014).

La estabilizacion del ADN en el sitio catalitico de TDP2 no es especifica de secuencia. La
cadena fosfodiéster del ADN se posiciona por enlaces de H entre los 4&tomos de oxigeno de los
grupos fosfato de los tres nucleotidos terminales y los atomos de nitrogeno de K240, R275, R303

y S320 (Pommier et al., 2014, Schellenberg et al., 2012, Shi et al., 2012).

MECANISMO CATALITICO DE TDP2

TDP2 requiere metales divalentes para su actividad, pero no forma un intermediario
catalitico covalente transitorio. Los iones Mg?*, Mn**, Co?" son los mas eficientes para la actividad
enzimatica de TDP2. TDP2 genera extremos de ADN 5’-fosfato terminales, que pueden ser

procesados facilmente por ligasas (Adhikari et al., 2012).

REGULACION DE TDP2 Y ViAS DE REPARACION ASOCIADAS

El procesamiento de Top2cc mediante TDP2 genera un DSB con 4 bases que sobresalen y
con extremos 5’-fosfato y 3’°-hidroxilo, los cuales son sustratos para la unién de extremos mediante
las proteinas Ku y ligasa IV pertenecientes a la via NHEJ. Sin embargo, la via HR también es
importante para la reparacion del dafno mediado por Top2. Es probable que ambas vias funcionen

en paralelo. No se demostr6 aun ninguna PTM sobre TDP2 (Nitiss & Nitiss, 2013).
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OBJETIVOS

La organizacién de la cromatina en sus distintos compartimentos sub-nucleares puede

condicionar el acceso y la actividad de diferentes factores de reparacion del ADN. Por otra
parte, las actividades redundantes que han mostrado in vivo TDP1 y TDP2 frente a un mismo
sustrato, no se ajustan a las diferencias de polaridad observadas in vitro.
Por lo tanto, nuestra hipotesis de trabajo es que la actividad de reparacion de TDP1 en
respuesta al veneno de Top2 ETO se ve afectada por la organizacion que adopta la cromatina
en los diferentes compartimentos del genoma.
De acuerdo a esto, los objetivos especificos planteados fueron los siguientes:
e Estudiar la asociacion de sefiales nucleares de TDP1 con regiones eucromaticas en células
humanas.
e Determinar la existencia de una asociacion de sefiales de TDP1 con regiones
heterocromaticas en células humanas.
e Establecer cambios en los patrones de asociacion de TDP1 con las regiones eucromaticas

y heterocromaticas en respuesta al veneno de Top2 Etopodsido.
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MATERIALES Y METODOS

INMUNOMARCACION PARA COLOCALIZACION DE PROTEINAS POR
MICROSCOPIA CONFOCAL

INMUNOMARCACION:

Se sembraron placas de 35mm conteniendo cubreobjetos estériles y se dejaron crecer de un
dia para el otro. Las placas fueron tratadas con 0,001% DMSO (vehiculo) o 10 pg/ml Etopdsido
(ETO) durante 1 hora. Luego de la incubaciéon con dicha droga, se descartd el medio de cultivo y
se procedio rapidamente al lavado con 1ml de PBS frio para disminuir el metabolismo.

Seguidamente, se realizo una pre-extraccion mediante el agregado de Iml de solucion fria
de Triton-X100 al 0,5% en PBS; y se dejo en agitacion suave (200 rpm) durante cinco minutos.
Sin sacar la solucion de pre-extraccion, se agregdé 1ml de solucion de paraformaldehido (PFA) al
4% (PFA 2% final) y se incubd durante quince minutos. Después se realizaron tres lavados con
PBS 1X, cada uno por 2-5 minutos en agitacion suave.

La inmunomarcacion se realizO mediante la incubaciéon de las células fijadas y
permeabilizadas con 100ul de solucion bloqueante (BSA 3%, Triton X100 0,5%, en PBS 1X)
durante un hora a temperatura ambiente.

El anticuerpo primario originado en conejo anti-TDP1 se incub6 en dilucion 1:200, durante
toda la noche a 4°C y en cadmara huimeda. Una vez finalizado, se lavd tres veces con PBS y se
incubo con la porcion Fab monovalente de un anticuerpo anti-conejo marcado con Alexa fluor 488
(1:150), por una hora a temperatura ambiente en cdmara hiimeda. Se lavo luego tres veces en PBS
1X.

A continuacidn, se incubd el segundo anticuerpo primario, que podia ser: anti-RNPII
(1:100) o anti-H3AcK9/14 (1:100), ambos marcadores de eucromatina; o anti-HP1a (1:200) como
marcador de regiones heterocromaticas. Se incubaron durante 2hs en camara humeda con solucion
bloqueante y luego se lavaron tres veces con PBS.

Seguidamente, se agregd el segundo anticuerpo secundario, un anticuerpo anti-conejo

marcado con Alexa fluor 594 (1:150) y se incub6 durante una hora a temperatura ambiente en
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camara humeda. Se lavé cuatro veces con PBS antes de realizar el montaje en los portaobjetos. La
contratincion de los ntcleos celulares se realizdé con una solucion (1:1000) de TO-PRO3 por 15
min o con DAPI incorporado al medio de montaje.

Para el montaje se colocoé el cubreobjetos con las células sobre el mismo sobre portaobjetos
conteniendo 8ul de medio de montaje. Se realiz6 un ligero squash para retirar el excedente y se
sellaron los vidrios con esmalte.

Los portaobjetos se guardaron a -20°C en oscuridad al menos por 16h, para luego ser
observados por microscopia confocal.

La adquisicion de iméagenes se llevo a cabo con un microscopio confocal Olympus FV1000
equipado con un objetivo Plan/Apo 63X de 1.42 NA, manipulando una combinacion de filtros y
laseres adecuados para excitar las moléculas fluorescentes de las longitudes de onda utilizadas. Se
adquirieron 10 imagenes por nicleo (512x512 pixeles) a una distancia de 0,23 um entre cada
imagen en el eje Z de manera de cubrir todo el volumen nuclear. Las imdgenes fueron luego

segmentadas y analizadas con el software Imagel.

ANALISIS DE IMAGENES

En primer lugar se realizd un andlisis de la distribucion de las sefiales en cada célula
mediante un grafico de scatter plot, y se determiné el tipo de correlacion entre las variables que
luego fue corroborada mediante el coeficiente de correlacion de Pearson. De acuerdo a ello, el
analisis de colocalizacion o asociacion entre seflales, fue realizado mediante el establecimiento de
una matriz métrica de analisis (TOS, Thresold overlapping score); y la fraccion de TDP1 asociada
a los diferentes compartimentos, fue evaluado mediante el parametro M1 del coeficiente de
colocalizacion de Manders.

El andlisis se realizd en al menos 200 células por tratamiento, provenientes de 3-4
experimentos independientes. Los resultados de colocalizacion se analizaron mediante el método
estadistico de Costes. La comparacion entre tratamientos, se realizé mediante el test estadistico de

Mann-Whitney.
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CHIP-QPCR:

LISIS CELULAR Y CROSS-LINKING:

Las células fueron tratadas o no con ETO 10pug/ml por 1h. Luego, fueron fijadas en 1% de
PFA. Para esto se agregd 550 pl de PFA al 18,5% a 10 ml de medio de cultivo, por goteo con las
placas en movimiento; y se incub6 durante 10 minutos a temperatura a ambiente. Luego se agregd
Iml de glicina 10X a cada placa moviendo para mezclar y homogeneizar. A continuacion se incubd
por otros cinco minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se colocaron las placas en hielo,
retirando todo el medio con pipeta y se agreg6 10ml de PBS frio conteniendo un coctel de
inhibidores de proteasas (PICII). Se colectaron las células utilizando un scraper y se traspasaron a
un tubo coénico de 15 ml. Por ultimo, se centrifugéd a 800g a 4°C por cinco minutos, se retird todo
el buffer y el pellet seco se guardd en freezer a -80°C. Al comienzo del experimento se realizé una
placa adicional, a la misma confluencia, para cuantificar el nimero de células mediante conteo en
camara de Neubauer.

Al momento de procesar las muestras, previo a la inmunoprecipitacion, los pellets fueron
resuspendidos en buffer para lo cual se agregé 100ul de buffer de lisis celular (BSA 3%, Triton
X100 0,5%, en PBS 1X) por cada 1 millon de células. Luego, se incubd en hielo por 15 min
mezclando en vortex cada 5 min. A continuacién se centrifugd a 800g por 5 min a 4°C, y se retird
cuidadosamente el sobrenadante. El pellet fue entonces resuspendido, a una concentracion de 1x10°
células/100pl, en buffer de lisis nuclear [ 10mM Tris (pHS8.0), 2mM EDTA, 0,5% SDS] conteniendo
PICIL

RECUENTO DE CELULAS EN CAMARA DE NEUBAUER:

Para contar las células en una camara de Neubauer, se utilizd una placa control que se
sembrd paralelamente con las placas a sonicar.

Primero se retird el sobrenadante de las placas que contienen las células y se incub6 con
500ul de Tripsina por 3 minutos y se reviso al microscopio que la totalidad de las células se hayan
despegado, para luego ser recolectadas en un tubo conico de 15ml conteniendo 4ml de medio de

cultivo y suero fetal bovino. Las células fueron centrifugadas y resuspendidas en 1 ml de PBS 1X.
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Se retir6 una alicuota para conteo y se realizaron diluciones cuando fue necesario. Posteriormente,
se retiraron 10pul de la dilucion y se mezcld con la misma cantidad de Trypan Blue 0,04% en otro
tubo. El Trypan Blue sirve para diferenciar células vivas de muertas, ya que estas ultimas son
incapaces de expulsar el colorante hacia el exterior celular y se veran de coloracion azul. Se armé
la Camara de Neubauer y se sembraron 8 pl sobre las rejillas para luego contar en las areas de
conteo y sacar la media (X). A continuacion, se calculd el niimero de células segun la siguiente

ecuacion:

(Células/ml = X x Factor de dilucién x10000)

FRAGMENTACION DE LA CROMATINA

Las muestras control (DMSO) o tratadas con ETO, fueron divididas en microtubos de 1,5ml
a razon de 3x10° equivalentes celulares/300pul por tubo. En cada caso, se separé ademas un tubo
como control negativo de fragmentacion. Los tubos fueron sujetos a cavitacion utilizando un
sonicador Bioruptor Pico (Diagenode®). En primer lugar, se realizo la puesta a punto de la
fragmentacion de la cromatina, analizando el numero de ciclos necesarios para generar fragmentos
de entre 200-600pb con el nimero de equivalentes celulares y el volumen utilizado (ver Anexo a
Resultados, figura 17). Una vez establecidas las condiciones, se utilizé 6 ciclos de sonicacidon con
intervalos de 15 seg ON y 30 seg OFF. En todos los experimentos, se analizé mediante gel de

agarosa el tamafio de los fragmentos generados.

INMUNOPRECIPITACION

Antes de comenzar, se llevaron a temperatura ambiente el PICII y las soluciones de trabajo
low salt wash buffer (LSWB, 0,1% SDS, 1% Triton X-100, 2mM EDTA, 20mM Tris-HCI, pH 8.1,
150mM NaCl), high salt (HSWB, 500 mM NaCl, 2mM EDTA, 20mM Tris pH8,1, 1% Triton-
X100, 0,1% SDS), LiCl WB (10mM Tris pH 8,1, ImM EDTA, 1% IGEPAL, 250Mm LiCl, 1%
deoxicolato de sodio) y TE (ImM EDTA, 10mM Tris pH 8) en hielo. Luego se prepard la cantidad
suficiente del buffer de dilucion conteniendo PICII para el total de tubos a inmunoprecipitar (IP).
Cada IP requiri6é 400ul de buffer de dilucion y 2,25ul de PICII. Para cada IP se utiliz6 un tubo

conteniendo 100l de cromatina (1x10° equivalentes celulares), el cual se mantuvo en hielo; y se
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adicion¢ el volumen requerido de buffer de dilucion. Se removio el 1% de la muestra y se separ6
como control de carga o input para guardar en heladera a 4°C hasta el paso de elusion de los
complejos y reversion de cross-links.

Para los ensayos de IP de TDPI1, los controles de isotipo tanto en muestras control como
ETO, fueron incubadas con 3pg de suero de conejo y 20ul de beads magnéticos acoplados a
proteina A/G. Los tubos a inmunoprecipitar correspondientes a “IP-antiTDP1” tanto control como
ETO se incubaron con 3ug de anti-TDP1 y 20ul de beads magnéticos asociados a proteina A/G.

Estos tubos se incubaron overnight a 4°C con rotacion y luego fueron separados
magnéticamente los beads asociados o no a los complejos proteina A/G — anticuerpo — antigeno y
se removio el sobrenadante.

Una vez retirado el sobrenadante, los beads magnéticos fueron lavados, y resuspendidos en
500ul de buffer frio en la siguiente secuencia: primero se resuspenden con LSWB, segundo con
HSWB, luego con el buffer de LiCl y por tltimo con el buffer TE; y se los incuba durante 3-5 min
en rotacion en cada caso. En todos los casos se utilizd un separador magnético para remover

cuidadosamente la fraccion del sobrenadante.

ELUCION DE COMPLEJOS PROTEINA/ADN Y REVERSION DE CROSS-
LINKS

Se descongeld proteinasa K y se entibio el buffer de elucion ChIP (provisto por el kit) a
temperatura ambiente. Se prepar6 el buffer de elucion ChIP para todos los tubos (incluyendo los
controles de input) mediante el agregado de 100l de buffer y 1l de proteinasa K por cada muestra.
Las muestras fueron incubadas a 62°C por 5 horas en shaker; y luego a 95°C por 10 minutos. Luego
de permitir que las muestras alcancen temperatura ambiente, los beads fueron separados con un

magneto y el sobrenadante trasvasado a un nuevo tubo.

EXTRACCION DE ADN CON FENOL:IAC

Se incubaron las muestras con una solucién 1:1 de fenol:cloroformo-alcohol isoamilico (o

fenol:TIAC, este ultimo también en una relacion 1:1). Se invirtieron 4 o 5 veces para mezclar y se
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centrifugaron 5 min a 12000rpm. Se recuper? la fase acuosa (SN1) en un tubo limpio y se mezcld
la muestra con una solucién de IAC:H>O en proporcion 1:1.

Luego se centrifugaron por 5 minutos a 12000rpm y se recuperd la SN2, que luego fue
precipitada con la adicién de soluciéon 3M de NacCl frio (1 vol de NaCl: 10vol de muestra). Se
adicionaron 2 voliimenes de EtOH absoluto y se incubo por 15 min a -20°C. Luego de centrifugar
15 min a 4°C, se descarto todo el sobrenadante con cuidado de no dejar trazas de etanol. Se dejaron

secar bien las muestras y se resuspendid en 20-40ul de TE (pHS.0).

GEL DE AGAROSA:

Se prepararon geles de agarosa al 1,4%, mezclando 40ml de buffer TBE con 0,56g de
agarosa y calentando hasta obtener una solucion homogénea. Se adiciond luego 1ul de bromuro de
etidio. Las muestras fueron sembradas con buffer de carga y fueron corridas a 90V durante
aproximadamente 30 minutos. Para la identificacion de los tamafios de los fragmentos, se utilizd

un ladder de ADN de 100pb.

PROCESAMIENTO DE LAS IMAGENES:

Luego de obtener un registro fotografico digital de las corridas en gel, las imagenes fueron
analizadas con el software de acceso gratuito Fiji (Imagel). Para ello, se realizaron mediciones

densitométricas de las sefiales obtenidas en las diferentes muestras analizadas.

Q-PCR

Cuantificacion de TDPI presente en heterocromatina:

Para la realizacion de las qPCR se contd con 2 tubos de control de input, 2 controles de
isotipo, 2 IP-anti-TDP1 y 1 control negativo; tanto para el tratamiento control como para ETO. Las
qPCR se realizaron por duplicado y los ensayos se realizaron a partir de 2 experiencias
independientes.

Se utilizaron primers dirigidos contra una secuencia consenso de ADN alfa-satélite (Choo
y col., 1991). La secuencia de los primers fue la siguiente:

Fw 5" CTCAGAAACTTCTTTGTGATGTGT 3°
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Rv 5" TATTCCCTTTTGGAACGAAGGC 3".

La composicion de la mix para la PCR Ta-sat (Total alpha-satellite) fué la siguiente: 10ul
de mezcla real, 1ul de primer Fw, 1ul de primer Rv y 4 ul de dH>O por tubo. En tubos de qPCR se
colocaron 16 pl de Mix con 4 pl de templado.

Se utilizo el siguiente programa de ciclado: 10 minutos a 95°C iniciales, 95°C por 30
segundos y 65°C por 45 segundos durante 45 ciclos.

El andlisis de los resultados fue realizado considerando el % del input. El analisis mediante
% de input representa la cantidad de ADN que fue arrastrado por el anticuerpo de interés en la
reaccion ChlIP, respecto a la cantidad de material de inicio (muestra input). Por ello, se calculo el
valor ACt para cada muestra (normalizada a la muestra input). La formula utilizada para cada
muestra se detalla a continuacion:

|ACt [ChIP normalizada] = (Ct [ChIP] - (Ct [Input] - Log?2 (factor de dilucion del Input)|

Donde el factor de dilucion del Input = (fraccion de la cromatina Input guardada)™! x factor de

dilucién del Input antes de 1a qPCR. Entonces:

‘% Input =100/2 ACt [ChIP normalizado]|

Por lo tanto, el valor % Input que se obtuvo en cada muestra representa el enriquecimiento en TDP1

de las regiones gendmicas que presentan secuencias o-satélites.
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RESULTADOS

ASOCIACION DE TDPlI A COMPARTIMENTOS NUCLEARES
EUCROMATICOS EN RESPUESTA A ETO:

La microscopia confocal es una técnica que permite recoger y detectar la luz emitida por
moléculas fluorescentes situadas en un mismo plano del espacio tridimensional. Esto es posible
porque, por un lado, la fuente de iluminacion utilizada es laser y la radiacion se mantiene
perfectamente lineal al propagarse. Esta luz monocroma ilumina las muestras de forma especifica
con una intensidad muy elevada y estable. Esta disposicion permite conseguir resoluciones
microscopicas subcelulares. Por otro lado, en los microscopios confocales cuentan con un
"diafragma de deteccion confocal" o "pinhole", que consiste en un pequefio orificio en el filtro
detector de la luz que impide el paso de aquella procedente de otros planos de la muestra que no
estan siendo enfocados. Asi, se obtiene solo la informacion del "plano de imagen primario" o
"plano focal", y se elimina el resto. Como resultado final se logran iméagenes de mucha mejor
calidad, pudiéndose realizar cortes virtuales de las muestras analizadas. Utilizando la microscopia
confocal se puede estudiar la asociacion (coincidencia) de diferentes marcadores o moléculas
variadas, en una region concreta de la célula o tejido en estudio.

Para determinar la distribucion sub-nuclear de TDP1 en relacién a los compartimentos
eucromaticos; y si dicha distribucion se altera en respuesta a ETO, se realizaron experiencias de
doble inmunomarcacion. La acetilaciéon de las histonas es una de las PTM que altera la
accesibilidad a la cromatina, resultando en una estructura mas relajada de la misma. La acetilacion
de las lisinas 9 y 14 de la histona H3 (acK9/14H3) ha demostrado una elevada correlacion con
promotores bivalentes y enhancers activos; y por ende, estan asociados a un estado activo de los
promotores.

Luego de realizar la doble inmunomarcacion para TDP1 y acK9/14H3 (figura 9A), se
observo que TDP1 mostraba una distribucion de sefial pan-nuclear, con una acumulacion de

marcacion a modo de depositos sobre los nucléolos (regiones sub-nucleares DAPI -, dato no
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mostrado), que no se alterd por el tratamiento con ETO. Por su parte, la marcacion de acK9/14H3
mostr6 también una distribucidon pan-nuclear de las senal.

Para analizar la relacion entre ambas sefiales en los nticleos, se realizo un grafico de Scatter
plot donde se observo una relacion no monotoénica entre las variables (figura 9B). Por otra parte,
no se observo una alteracion significativa en la intensidad de fluorescencia de las sefiales nucleares
de TDPI1 luego del tratamiento con ETO en relacion al vehiculo (figura 9C). Sin embargo, se
determind que luego del tratamiento con ETO, ocurrio una disminucion significativa en la

intensidad de fluorescencia correspondiente a las sefales de acK9/14H3 (figura 9D).
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Figura 9. Analisis de la distribucion de senales e intensidades de fluorescencia de TDPI y

acK9/14H3 en células HeLa en presencia o no de ETO. (A) Imdgenes representativas de células
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HelLa tratadas con vehiculo (DMSO) o ETO 10 ug/ml por 1h (obj. 63X). (B) Graficos de Scatter
plot de seiiales TDP1 y acK9/14H3 para las células mostradas en (A). (C) Andlisis de la media de
intensidad de fluorescencia/unidad de area (MIF) de TDP1 en células tratadas con DMSO o ETO
10 ug/ml. La linea roja corresponde a la mediana de la intensidad de fluorescencia. A.U.: unidades
arbitrarias. (D) Andlisis de la media de intensidad de fluorescencia/unidad de drea (MIF) de
acK9/14H3 en células tratadas con DMSO o ETO 10 ug/ml. La linea roja representa la mediana
de intensidad de fluorescencia. *p<0.0001. A.U.: unidades arbitrarias.

Varios de los sistemas métricos mas utilizados para realizar determinaciones de asociacion
o colocalizacion entre sefiales, presentan diferentes inconvenientes que condicionan su utilizacién
e interpretacion cuando: 1) se obtienen sefiales de baja intensidad comparada al background, o a las
sefiales no especificas; 1ii) se encuentran relaciones no lineares entre las sefales; iii) las sefiales
presentan diferencias importantes en sus niveles de intensidad; o iv) cuando se observan patrones
mixtos de localizacion.

Dada estas limitaciones, y teniendo en cuenta la relacion observada entre las sefiales TDP1
y acK9/14H3 (Figura 9B), decidimos evaluar los eventos de colocalizacion entre sefiales mediante
una matriz métrica denominada TOS (Threshold Overlap Score). Esta matriz permite obtener una
visién de la asociacion entre sefiales mediante valores calculados por una métrica que estima
combinaciones de umbrales de intensidades entre ambas sefiales, y arroja un valor sencillo de
interpretar y que difiere de otros métodos donde una elucidacion certera es dificil de lograr.
Ademas, se realizé también una estimacion del factor M1 del coeficiente de correlacion de
Manders. En ambos casos, la asociacion no monotdnica entre las sefales (Figura 9B) permite la
utilizacion de ambos criterios de analisis.

En la Figura 10A, se observa una representacion grafica de la matriz métrica TOS para el
tratamiento con el vehiculo y con ETO (imégenes izquierda y derecha, respectivamente). En la
Figura 10B puede observarse los resultados obtenidos mediante la métrica TOS. Como puede
observarse, la asociacion entre ambas sefiales se acerca al criterio de no colocalizacion, el cual se
reduce aunque no de manera significativa luego del tratamiento con ETO. En la Figura 10C, se

observa una ampliacion de las marcaciones para TDP1 (izquierda) y acK9/14H3 (derecha),
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expresado como mapa de calor, luego del tratamiento con ETO. Como puede observarse, las
regiones de mayor concentracion de sefial de TDP1 no coinciden con aquellas regiones de mayor
densidad de sefial acK9/14H3 y viceversa.

Dado que la medicion TOS considera las variaciones e interelacion entre ambas sefales, y
teniendo en consideracion que las sefiales acK9/14H3 se redujeron considerablemente por el
tratamiento con ETO, determinamos ademas la fraccion de sefial TDP1 que se asocia a la sefial
acK9/14H3 mediante el componente M1 del coeficiente de colocalizaciéon de Manders. Como se
observa en la Figura 10D, luego del tratamiento con ETO, la fracciéon de TDP1 que se mantiene
asociada a regiones que presentan sefales de acK9/14H3 se reduce de manera significativa.

Por lo tanto, concluimos que la asociacion de TDPI a regiones correspondientes a
promotores y enhancers activos es baja y no se altera significativamente por el tratamiento con
ETO. Sin embargo, se observa una reduccion en la fraccion de TDP1 que permanece asociada a

dichas regiones.
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Figura 10. TDPI aumenta su asociacion a promotores/enhancers activos en respuesta al
tratamiento con ETO. (A) Imdgenes representativas de la matriz TOS (escala linear) entre las
seniales de TDP1 y acK9/14H3 en células Hela tratadas con vehiculo (DMSO) o con ETO 10
ug/ml por 1h. FT= porcentaje superior de intensidad de pixeles para el canal mencionado. (B)
Resultados de la matriz métrica TOS (media+SD) para la asociacion entre seniales de TDPI y
acK9/14H3. Coloc: colocalizacion completa de seniales; no coloc: no colocalizacion, anti Loc:
anti localizacion completa. ns= no significativo. (C) Imdgenes representativas de las marcaciones

para TDPI1 y acK9/14H3 de células Hela tratadas con ETO 10 ug/ml por 1h, expresadas como
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mapas de calor (Heat map) de acuerdo a su intensidad de serial. (D) Fraccion de TDPI (M1)
asociada a seniales acK9/14H3 luego del tratamiento con ETO por 1h. Se presenta en grafico de
caja-bigotes los percentiles 10-90, provenientes del andalisis de 200 nucleos por tratamiento de 3
experimentos individuales. *p=0.023.

A continuacion, y para corroborar la disminucion en la asociacién de TDP1 con regiones
eucromaticas luego del tratamiento con ETO, realizamos experiencias de doble inmunomarcacioén
de TDP1 con RNPII y se analizaron mediante microscopia confocal.

Con esta finalidad, las muestras de células HeLa creciendo en monocapa fueron tratadas y
al tiempo de analisis fueron sujetas a una permeabilizacion e incubacion con buffer conteniendo
bajas cantidades de sales, previo a la fijacion de las mismas, lo cual permiti6 remover todas aquellas
moléculas tanto de TDP1 como de RNPII que no se encontraran unidas a la cromatina.

En la Figura 11A se observan imagenes de inmunofluorescencia donde se puede apreciar
ambas sefiales en presencia o no del tratamiento con ETO. Si bien la marcaciéon de TDP1 fue
descrita previamente, las sefiales de RNPII mostraron también una distribucion pan-nuclear en
forma de espiculas, con porciones vacias de marcacion en aquellos lugares que se relacionan a la
presencia de nucléolos. De manera interesante, luego del tratamiento con ETO se observd una
pérdida considerable en la cantidad de sefial colectada de RNPIL. El analisis por Scatter plot de la
relacion entre las sefiales (Figura 11B) mostré nuevamente un tipo de asociacién no monotonica.

Por su parte, los niveles de intensidad de fluorescencia de TDP1 no se vieron modificados
por el tratamiento con ETO, como observado previamente. Sin embargo, la medicion de intensidad
de fluorescencia de RNPII en la poblacion celular luego del tratamiento con ETO, mostré una clara

y significativa reduccion de dicha senal.
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Figura 11. Analisis de la distribucion de seniales e intensidades de fluorescencia de TDP1 y RNPII
en células HeLa en presencia o no de ETO. (A) Imdgenes representativas de células HeLa tratadas
con vehiculo (DMSO) o ETO 10 ug/ml por 1h (obj. 63X). (B) Grdficos de Scatter plot de seriales
TDPI1 y RNPII para las células mostradas en (A). (C) Analisis de la media de intensidad de
fluorescencia/unidad de area (MIF) de TDPI en células tratadas con DMSO o ETO 10 ug/ml. La
linea roja corresponde a la mediana de la intensidad de fluorescencia. A.U.: unidades arbitrarias.
(D) Andalisis de la media de intensidad de fluorescencia/unidad de area (MIF) de RNPII en células
tratadas con DMSO o ETO 10 ug/ml. La linea roja representa la mediana de intensidad de

fluorescencia. *p<<0.0001. A.U.: unidades arbitrarias.
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Teniendo en cuenta estos resultados, decidimos realizar el analisis de colocalizacion o
asociacion entre sefiales mediante la matriz métrica TOS, y luego se calculd el factor M1 del
coeficiente de colocalizacion de Manders. Ambos tipos de analisis son factibles de realizar frente
a variables que presentan una asociacién no monotonica, como explicado previamente.

En la Figura 12A se observan gréaficos representativos de las matrices métricas con los
valores TOS de acuerdo a las sefales presentadas por las células tratadas con el vehiculo o con
ETO (izquierda y derecha, respectivamente) y divididas en percentiles. La Figura 12B muestra los
resultados del analisis métrico TOS de la relacion entre sefiales en escala linear para TDP1 y RNPIL.
Como se observa, la asociacion entre sefales tiende a una no colocalizacion, es baja y disminuye
alin mas, aunque no significativamente, luego del tratamiento con ETO.

Por otra parte, en la Figura 12C se muestra mediante representaciones de mapas de calor,
el andlisis de distribucion de patrones de marcacion por cantidad de sefial en células tratadas con
ETO. A través de ellos se puede establecer que las regiones mas densamente pobladas de sefal de
TDP1 no se asocian sustancialmente con aquellas observadas para la sefial RNPII. Ademas, el
analisis del factor M1 del coeficiente de colocalizacion de Manders (Figura 12D), el cual determina
en este caso la fraccion de la senal de TDP1 que se encuentra asociada a sefiales RNPII, demuestra
una caida significativa de dicha fraccion, luego de tratadas las células con ETO.

En conjunto, estos resultados demuestran que en respuesta al tratamiento con ETO, existe
una redistribucion de las sefiales de TDP1 y una disminucién de sefiales RNPII, que conlleva a una
menor asociacion de ambas sefiales sobre regiones eucromaticas que concentran la actividad de

elongacion de RNPIIL.
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Figura 12. TDPI aumenta su asociacion a regiones transcripcionalmente activas en respuesta al
tratamiento con ETO. (A) Imagenes representativas de la matriz TOS (escala linear) entre las
seniales de TDP1 y RNPII en células HeLa tratadas con vehiculo (DMSO) o con ETO 10 ug/ml por
1h. FT= porcentaje superior de intensidad de pixeles para el canal mencionado. (B) Resultados
de la matriz métrica TOS (media+SD) para la asociacion entre seniales de TDPI y RNPII. Coloc:
colocalizacion completa de seniales; no coloc: no colocalizacion, anti Loc: anti localizacion
completa. ns= no significativo. (C) Imagenes representativas de las marcaciones para TDPI y

RNPII de células HeLa tratadas con ETO 10 ug/ml por 1h, expresadas como mapas de calor (Heat

Pagina 46 de 71



U ADE g“‘%’% ESTUDIO DE LA RELOCALIZACION SUBNUCLEAR DE LA ENZIMA TDP1 EN
\ / . ,
~ RESPUESTA AL VENENO DE TOPOISOMERASA II, ETOPOSIDO, EN CELULAS HUMANAS

Lopez Schneider, Florencia

map) de acuerdo a su intensidad de sernial. (D) Fraccion de TDP1 (o M1) asociada a sefiales RNPII
luego del tratamiento con ETO por 1h. Se presenta en grafico de caja-bigotes los percentiles 10-
90, provenientes del andalisis de 200 nucleos por tratamiento de 3 experimentos individuales.

*9=0.0024.

ASOCIACION DE TDP1 A COMPARTIMENTOS HETEROCROMATICOS EN
RESPUESTA A ETO:

Para determinar si la disminucién en la asociacion de TDP1 con regiones eucromaticas en
respuesta a ETO se correlaciona con un incremento de su asociacion a regiones heterocromaticas,
realizamos experiencias de inmunomarcacion de TDP1 junto al marcador de heterocromatina
constitutiva HP1a.

En la Figura 13A se observan imagenes representativas de la doble marcacion para TDP1
y HPla en células HeLa, luego del tratamiento con el vehiculo o ETO. En las imagenes pueden
observarse acumulaciones de HP1la en zonas perinucleares o incluso en zonas que rodean a los
nucléolos, caracteristicos de las regiones de heterocromatina constitutiva.

Al observar la relacion entre las sefiales mediante graficos de Scatter plot (Figura 13B), la
distribucion de las mismas muestran una relacion no linear monotdnica débil entre las variables.

Al evaluar en la poblacion de células HeLa las intensidades de fluorescencia de ambos
marcadores, entre el vehiculo y el tratamiento con ETO, se observdo que TDP1 se mantuvo sin
grandes variaciones (Figura 13C), como visto anteriormente. Sin embargo, la sefial de HP1a se

incremento6 de forma significativa luego del tratamiento con ETO (Figura 13D).
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Figura 13. Analisis de la distribucion de seriales e intensidades de fluorescencia de TDP1 y HPlo.
en células HeLa en presencia o no de ETO. (A) Imagenes representativas de células HelLa tratadas
con vehiculo (DMSO) o ETO 10 ug/ml por 1h (obj. 63X, zoom electronico 3X). (B) Grdficos de
Scatter plot de seriales TDP1 y HPlo. para las células mostradas en (A). (C) Analisis de la media
de intensidad de fluorescencia/unidad de area (MIF) de TDPI en células tratadas con DMSO o

ETO 10 ug/ml. La linea roja corresponde a la mediana de la intensidad de fluorescencia. A.U.:

unidades arbitrarias. (D) Analisis de la media de intensidad de fluorescencia/unidad de area (MIF)
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de HPla en células tratadas con DMSO o ETO 10 ug/ml. La linea roja representa la mediana de
intensidad de fluorescencia. *p<0.0001. A.U.: unidades arbitrarias.

Dado que frente a relaciones entre variables no lineares monotonicas, la utilizacién de una
métrica TOS o el célculo de factores pertenecientes al coeficiente de colocalizacion de Manders se
ajustan en forma adecuada, se realizo el andlisis de asociacion de las mismas mediante dichas
estimaciones. En la Figura 14A se muestran graficos representativos de las matrices TOS de
acuerdo a las sefiales presentadas por las células tratadas con el vehiculo o con ETO (imagenes
izquierda y derecha, respectivamente) sub-divididas en porcentajes. En la Figura 14B se detallan
los resultados del analisis métrico TOS de la relacion entre sefiales para TDP1 y HP1a. Como se
observa, la asociacion entre sefiales muestra un mayor grado de colocalizacion de sefiales, la cual
se incrementa de manera significativa luego de realizado el tratamiento con ETO.

Por otra parte, en la Figura 14C se muestra mediante representaciones de mapas de calor,
el andlisis de distribucion de patrones de marcacion por cantidad de sefial en células tratadas con
ETO. A través de ellos, se puede determinar que varias de las regiones mas densamente pobladas
de sefial de TDP1 se asocian de forma sustancial con regiones densamente pobladas de sefiales
HP1lo. En linea con este analisis, el calculo del factor M1 del coeficiente de colocalizacion de
Manders (Figura 14D), el cual refleja la fraccion de la sefial de TDP1 que se encuentra asociada a
sefiales HP1lo, demuestra un incremento significativo en dicha fraccion, luego de tratadas las
células con ETO.

Por lo tanto, de estos experimentos concluimos que el tratamiento con ETO conduce a una
redistribucion de TDP1 que incrementa su asociacion a regiones de heterocromatina constitutiva,

caracterizadas por la presencia de la proteina HP1a.
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Figura 14. TDP1 aumenta su asociacion a marcadores heterocromaticos en respuesta al
tratamiento con ETO. (A) Imdgenes representativas de la matriz TOS (escala linear) entre las
seniales de TDP1 y HPla en células HelLa tratadas con vehiculo (DMSO) o con ETO 10 ug/ml por
1h. FT= porcentaje superior de intensidad de pixeles para el canal mencionado. (B) Resultados
de la matriz métrica TOS (media+SD) para la asociacion entre sefiales de TDP1 y HPlo. Coloc:
colocalizacion completa de seniales; no coloc: no colocalizacion, anti Loc: anti localizacion
completa. *p<0.0001. (C) Imagenes representativas de las marcaciones para TDP1 y HPla de
células HelLa tratadas con ETO 10 ug/ml por 1h, expresadas como mapas de calor (Heat map) de
acuerdo a su intensidad de senal. (D) Fraccion de TDPI asociada a seiiales HP1o. luego del

tratamiento con ETO por 1h. Se presenta en grdfico de caja-bigotes los percentiles 10-90,
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provenientes del andlisis de 250-300 nucleos por tratamiento de 3-4 experimentos individuales.
*n<0.0001.

Con el objetivo de corroborar que existe una asociacion preferencial de TDP1 con regiones
de heterocromatina constitutiva en respuesta a ETO, y poder determinarlo mediante una
metodologia de mayor sensibilidad, realizamos experiencias de inmunoprecipitacion de la
cromatina, asociado al analisis de secuencias de ADN mediante qPCR (ChIP-qPCR).

Para ello, y luego de fragmentar la cromatina a tamafios entre 200-500pb mediante
sonicacion, se realizd la inmunoprecipitacion de la cromatina asociada a TDP1 utilizando
anticuerpos especificos (TDP1Ab).

Como se observa en la Figura 15A, la sonicacion de las diferentes muestras produjo una
fragmentacion de la cromatina en forma homogénea. Los fragmentos de ADN fueron luego
purificados, y se realizaron las qPCRs con primers dirigidos contra una secuencia consenso de
ADN a-satélite, caracteristica de heterocromatina centromérica y pericentromérica.

Como se observa en la Figura 15B, las células tratadas con ETO mostraron un incremento
de ~6,5 veces su union a regiones que presentan secuencias a-satélites en comparacion al control
no tratado.

Por lo tanto, estos resultados confirmaron una asociacion aumentada de TDP1 a regiones
de heterocromatina constitutiva, particularmente a secuencias a-satélites, en respuesta al

tratamiento con el veneno de Top2 ETO.

Pagina 51 de 71



UADE §“§.“1"%¢, ESTUDIO DE LA RELOCALIZACION SUBNUCLEAR DE LA ENZIMA TDP1 EN
\ . ,
~ RESPUESTA AL VENENO DE TOPOISOMERASA II, ETOPOSIDO, EN CELULAS HUMANAS

Lopez Schneider, Florencia

A B
oy Total alphoid-DNA
°°§‘<‘é°&¢oéo .
35+
20 1 mm Control
mm ETO
25-
§_ 20
mnm:p; ]
5uean ."- B-E 154
200bp = 10+
- N
-

Antiserum TDP1Ab

Figura 15. TDPI incrementa su asociacion a regiones a-satélites del ADN en respuesta al
tratamiento con ETO. Las células Hela tratadas o no con ETO 10 ug/ml por 1h fueron fijadas,
sonicadas para generar fragmentos entre 300 y 500 pb, luego inmunoprecipitadas y el ADN
purificado. Las muestras fueron analizadas mediante gPCR con primers especificos dirigidos
contra una secuencia consenso de ADN o-satélite. (A1) Gel de agarosa mostrando la uniformidad
relativa de fragmentacion de las diferentes muestras. Unsh: ADN control sin sonicar; Ctrol#l y
Ctrol#2: ADN de controles sonicados; ETO#1 y ETO#2: ADN de células tratadas con ETO por 1h
vy que fueron luego sonicadas. (B) Resultado de la cuantificacion por gPCR a partir del ADN
inmunoprecipitado, expresado como % del input. El andlisis ha sido realizado en 2 experiencias

independientes. *p<0.02.
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CONCLUSIONES

De acuerdo a los objetivos planteados, podemos concluir que:

La enzima TDP1 muestra una baja asociacion a regiones del genoma que se corresponden tanto
a promotores y enhancers activos, como asi también a regiones transcripcionalmente activas,
caracteristicas de regiones eucromaticas en las células humanas.

TDP1 muestra un mayor grado de asociacion a regiones que presentan sefales de la proteina
HP1a, lo cual caracteriza a las regiones de heterocromatina constitutiva del genoma de las
células humanas.

En respuesta al veneno de Top2 ETO, la enzima TDP1 muestra una redistribucion e incrementa
su asociacion a regiones de heterocromatina constitutiva, y particularmente a secuencias o-
satélites, a expensas de una disminucién en su asociacion a regiones eucromaticas del genoma

humano.
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DISCUSION

La enzima Top2 estd encargada de regular la topologia del ADN a través de la induccion

temporaria de DSB. Su actividad resulta fundamental para que se lleven a cabo de forma regular
procesos metabolicos celulares normales tales como la transcripcion y la replicacion. Top2 presenta
funciones diversas, incluidas tanto su actividad catalitica como su participacion de soporte o
esqueleto proteico sobre los cromosomas, lo cual le permite intervenir en una variedad de procesos
celulares. Esta accion pleiotropica de Top2 es una de las bases de su eleccion como blanco de
accion para drogas que actian como venenos de Top2, tales como el ETO.

Se ha reportado que Top2 tiene actividad catalitica tanto en la eucromatina como en la
heterocromatina (Agostinho et al., 2004, Blattes et al., 2006, Govoni et al., 1995), lo cual es
congruente con que puede inducir DSB en ambos compartimentos al verse interrumpida su
actividad.

Las PTM de histonas afectan la estructura de la cromatina e influyen directamente en la
funcion de un gen, ya sea activando o inhibiendo la transcripcion segin: el tipo de PTM, el residuo
que se modifica, y la distribucién de histonas modificadas a lo largo del gen (Schneider &
Grosschedl, 2007). El estado de acetilacion de los residuos de lisina, incluidos los de la cola N-
terminal de las histonas, esta controlado por las histonas desacetilasas (HDAC) y las histonas
acetiltransferasas (HAT). Estas también modulan proteinas no histonas a través de la
acetilacion/desacetilacion, incluyendo factores de transcripcion y co-reguladores (Glozak et al.,
2005). Diferentes lineas de evidencia experimental vinculan HDAC y HAT con Top2, y con la
respuesta al tratamiento con ETO. Se ha encontrado HDACI1/2 en un complejo funcional con
Top2a/B in vivo (Tsai et al., 2000). Ademas, Top2 es un componente integral del complejo NuRD
que también contiene HDAC1/2 y una actividad remodeladora de cromatina dependiente de ATP
(Tong et al., 1998).

Estudios previos reportaron que la actividad de Top2 esta restringida principalmente a los
promotores de los genes activos, y que las DSB inducidas por Top2 estan enriquecidas en los
sitios de comienzo de la trascripcion, en forma proporcional a la longitud de los transcriptos

(Baranello et al., 2014; Yang et al., 2015). Sin embargo, un analisis reciente por ChIP-seq reveld
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que la unién de Top2 no esta confinada a promotores, sino que se asocia, en general, a regiones
abiertas de cromatina (Uuskiila-Reimand et al., 2016).

Se report6 previamente que TDP1 tiene una localizacidon tanto nuclear como mitocondrial
(Das et al., 2010; Zhou et al., 2005), en ambos casos relacionado a actividades de reparacion sobre
el ADN. Sin embargo, existen pocos datos respecto a su actividad en diferentes compartimentos
sub-nucleares. La utilizacion de un método de pre-extraccion de proteinas libres en el
nucleoplasma, nos permitié identificar, mediante los mapas de calor, regiones enriquecidas o
acumulos de TDP1 que se encontraban unidas a la cromatina en compartimentos tales como los
nucléolos. El nucléolo es una sub-estructura nuclear altamente dindmica que se describid
originalmente como el sitio de biogénesis de los ribosomas. Estudios protedmicos han permitido
la identificacion de mas de 4500 proteinas relacionadas al nucléolo y solo el 30% de ellas estan
asociadas con la ribogénesis (Boulon et al., 2010). El gran niimero de proteinas no asociadas a
funciones nucleolares tradicionales indica un papel del nucléolo en otros procesos celulares como
la mitosis, la progresion del ciclo celular, la proliferacion celular y muchas formas de respuesta al
estrés, incluida la reparacion del ADN (Andersen et al., 2002). Los nucléolos pueden detectar y
responder al estrés celular secuestrando y liberando una variedad de proteinas. Las proteinas
pueden asociarse transitoriamente con los nucléolos o acumularse bajo condiciones metabolicas
especificas. Por lo tanto, la composicion de proteinas del nucléolo puede alterarse
significativamente en respuesta a diferentes estados metabodlicos o estrés.

Las sefiales de TDP1 observadas en los nucléolos no mostraron variaciones detectables por
el tratamiento con ETO. Resultados similares fueron reportados previamente luego de expresar una
quimera GFP-TDP1 fluorescente y exponer a ETO (Barthelmes et al., 2004). Sin embargo, luego
de la exposicion al veneno de Topl camptotecina, observaron una deplecion de TDPI de los
nucléolos y una redistribucion hacia el nucleoplasma.

Nuestros resultados indicaron ademés que en ausencia o presencia de ETO, TDPI no
presenta colocalizacion con regiones laxas de la cromatina que exhiben sefiales de acetil K9/14 de
la histona H3. La disminucion en la fraccion de TDP1 que se mantiene asociada a acetil K9/14 H3

luego del tratamiento con ETO, puede deberse al menos en parte a la disminucion observada en las

Pagina 55 de 71



U ADE g“‘%’% ESTUDIO DE LA RELOCALIZACION SUBNUCLEAR DE LA ENZIMA TDP1 EN
\ / . ,
~ RESPUESTA AL VENENO DE TOPOISOMERASA II, ETOPOSIDO, EN CELULAS HUMANAS

Lopez Schneider, Florencia

sefiales de acetil K9/14 H3 inducida por el tratamiento. Esta disminucion en la intensidad de sefiales
acetil K9/14 H3 resulto llamativa, aunque podria deberse a un desbalance de las actividades HAT
y HDAC inducido por el estimulo. En este sentido, estudios recientes han reportado diferencias de
expresion génica en HDACs luego del tratamiento con ETO (A4/i et al., 2020).

Se ha determinado en células humanas que acetil K9/14 de la histona H3 se encuentra
enriquecida sobre regiones 5° de genes transcripcionalmente activos, y disminuidos
considerablemente rio abajo de los sitios de comienzo de la transcripcion (Liang et al., 2004). Esto
implicaria que la funciéon de TDP1 no estd asociada con un rol reparador sobre regiones
correspondientes a promotores o enhancers activos, o zonas relajadas de la cromatina donde Top2f3
pueda mostrar actividad catalitica.

En los ultimos afios se han desarrollado nuevas metodologias para mapear de forma masiva
la formacion de Top2cc a lo largo del genoma: i) de modo indirecto, a través de las DSB que se
generan luego del tratamiento con ETO (END-seq, (Canela et al., 2017); o ii) de forma directa,
mediante la purificacion de los Top2cc-ADN inducidos por ETO (CC-seq, (Gittens et al., 2019).
De modo interesante, este tltimo encontr6 una relacion cuantitativa entre la actividad de Top2 y la
transcripcion en las regiones intragénicas luego del sitio de comienzo de la transcripcion. Sin
embargo, el mapeo por END-seq no encontrd relaciéon alguna entre las DSB inducidas y la
transcripcion. Por lo tanto, la localizacion fisica en el genoma de los sitios de actividad de Top2 en
relacion con la posicion y la actividad transcripcional permanece atun en debate.

Una vez iniciada la transcripcion génica, la enzima RNPII junto a sus factores asociados,
estan encargados de llevar adelante el proceso de elongacion de la transcripcion de un modo
discontinuo (Svejstrup, 2007). Esto ocurre debido a que a medida que la burbuja transcripcional
avanza, RNPII encuentra lesiones que resultan en el bloqueo al paso de la misma. Entre las lesiones
que generan bloqueos durante la elongacion de la transcripcion se encuentran los aductos
producidos por radiacion UV, las bases oxidadas, los aductos carcindgeno-ADN, y los aductos
Top2-ADN inducidos por ETO o la doxorubicina (4nindya et al., 2007; Ban et al., 2013, Ratner
etal., 1998).
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Nuestros resultados muestran que las sefiales de TDP1 no colocalizan con la fraccion de
RNPII que se encuentra llevando acabo la elongacion de la transcripcidn, y que frente a bloqueos
impuestos por la presencia de Top2cc inducidos por ETO, no se altera dicha asociacion. Esto
implicaria que las funciones de reparacion de TDPI1 no estarian asociadas a regiones de la
eucromatina con una transcripcion activa. Por otra parte, la disminucién en la fraccion de TDP1
asociada a RNPII puede responder a la baja de intensidad de sefiales de RNPII a consecuencia de
los bloqueos mediados por Top2 e inducidos por ETO. Estos bloqueos despiertan una serie de
respuestas que incluyen el arresto de la RNPII durante la elongacion y la degradacion de la
subunidad grande (LS) de la misma. El arresto de RNPII generalmente se evidencia mediante la
acumulacion de una forma hiperfosforilada, principalmente en S2 y S5 de su dominio C-terminal.
La acumulacion de la forma hiperfosforilada de RNPII es seguida por la degradacion dependiente
de ubiquitina mediada por el proteosoma (Kong et al., 2009). Sin embargo, se han reportado
ademés mecanismos de degradaciéon de RNPII independiente de ubiquitina y mediada por
proteosoma (Ban et al., 2013). En este ultimo caso, cuando la RNPII que lleva a cabo la elongacion
se encuentra estancada por la presencia de un Top2ccB-ADN, la RNPII bloqueada sirve como sefial
de dafo. Por lo tanto, las subunidades de 19S ATPasas asociadas a RNPII se activan luego del
reconocimiento de una barrera proteica de Top2f. Esto recluta al proteosoma 20S, que luego de la
desnaturalizacion de Top2f3 mediada por las 19S ATPasas, permitiran la degradacion proteica tanto
de Top2 como de RNPII por el complejo 20S. Esto explica la reduccion de senales de RNPII
observada luego del tratamiento con ETO.

Dado que nuestros resultados sugieren que la localizacion de TDP1 en respuesta a ETO no
estd asociada a regiones eucromadticas correspondientes a secuencias génicas regulatorias
(promotores y enhancers activos), como asi tampoco frente a regiones transcripcionalmente activas
cuya elongacion depende de RNPII, analizamos su asociacion al compartimento heterocromatico.

Dentro de la heterocromatina constitutiva, las histonas se encuentran hipoacetiladas e
hipermetiladas en el residuo K9 de la histona H3 (me2/me3K9 H3). Este ultimo tipo de PTM,
representa un sitio de union para las isoformas de HP1 (heterochromatin protein 1). Esto permite

que HP1 auto-oligomerize y contribuya a la formacién y mantenimiento de la heterocromatina.
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Nuestros resultados revelan que las sefiales TDP1 presentan un mayor grado de
colocalizacion con las sefiales de HPla, y que en respuesta al veneno de Top2 ETO, la
colocalizacion entre ambas sefales aumenta de forma significativa. Sin embargo, la intensidad de
sefiales HP1a se vio incrementada luego del tratamiento con ETO. Aumentos en la intensidad de
sefiales de HPla han sido descriptos en la literatura luego de tratamientos combinados entre
inhibidores de HDACs y radiaciones y (Legartova et al., 2019). Por tanto, es factible que estas
variaciones estén relacionadas con modificaciones en la cromatina por factores remodeladores de
la misma, en respuesta a las DSB generadas. De manera interesante, los mapas de calor sugieren
que la concentracion de sefiales TDP1 y HPla en regiones discretas se encuentran favorecidas
luego del tratamiento con ETO. Si bien el rol de los diferentes paradlogos de HP1 sobre la reparacion
del ADN ha sido descripta en la literatura, se han observado diferentes respuestas relacionadas con
el agente inductor de dafio y el tipo de lesion generadas.

Teniendo en consideracion que en respuesta a ETO la mayor fraccion de TDP1 (M1)
asociada a senales HPla podria explicarse por la mayor presencia de esta ultima, decidimos
analizar la asociacion de TDPI1 a secuencias a-satélites sobre la heterocromatina constitutiva
mediante ChIP-qPCR. Los resultados demostraron que la fraccion de TDP1 asociado a estas
secuencias repetitivas presentes en la heterocromatina constitutiva se vio incrementada de forma
significativa. Esto nos permite inferir que en respuesta a ETO, TDP1 aumenta su asociacion a
dichas regiones.

La sefnalizacion al ADN dafado o la reparacion de una lesion en un compartimento nuclear,
puede diferir respecto a otro. Esto ha sido demostrado en estudios sobre ADNr (Korsholm et al.,
2019), e incluso en secuencias dificiles de replicar como la heterocromatina pericentromérica
(Mendez-Bermudez et al., 2018).

Nuestros resultados generan varios interrogantes respecto a la contribucion relativa de
TDP1 y TDP2 a la reparacion de lesiones generadas por los venenos de Top2 sobre diferentes sub-
compartimentos nucleares. Cabe destacar que estudios recientes relacionaron a la actividad de
TDP2 con la reparacion de DSB generadas por los venenos de Top2 sobre regiones

transcripcionalmente activas (Gomez-Herrero et al., 2017). Esto podria representar una verdadera
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division de tareas para las Tirosil-ADN-fosfodiesterasas, frente a un mismo tipo de lesion.
Contrariamente, la concentracion de senales TDP1 sobre regiones de heterocromatina en respuesta
a ETO, podria representar una forma de restringir la actividad de TDP1 para evitar errores mientras
TDP2 se encarga de la remocion de aductos de Top2 sobre regiones sensibles del ADN.
Posteriores estudios estaran dirigidos a responder estas preguntas y determinar si resultan
relevantes con el objeto de obtener un mayor entendimiento sobre la reparacion de DSB generadas
por agentes que actian como venenos de Top2, o si podria tener implicancia sobre el desarrollo de
nuevas terapias o terapias combinadas que se traduzcan en una disminucion del espectro de efectos

adversos que suelen observarse con estos agentes.
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ANEXO DE RESULTADOS

INMUNOPRECIPITACION DE LA CROMATINA (CHIP)

La inmunoprecipitacion de la cromatina (ChIP) es una técnica poderosa para mapear la
distribucién de proteinas asociadas al ADN cromosémico in vivo. Estas proteinas pueden ser
histonas, y modificaciones postraduccionales de las mismas, u otras proteinas asociadas a la
cromatina tales como factores de transcripcion, reguladores de la cromatina, entre otros. Ademas,
ChIP es una herramienta de gran utilidad para identificar regiones del genoma asociadas a proteinas
especificas, o para identificar proteinas asociadas con una region particular del genoma. Como se
muestra en la Figura 16, la metodologia de X-ChIP, implica el cross-linking de proteina-ADN y
proteina-proteina la fragmentacion de dichos aductos y la posterior inmunoprecipitacion de la
cromatina con un anticuerpo especifico para una proteina objetivo de estudio, en este caso la
enzima TDP1-alfa. Los fragmentos de ADN aislados unidos a la proteina target blanco se puede
identificar por una variedad de métodos, incluyendo PCR, microarrays de ADN y secuenciacion
de ADN. Las técnicas de PCR tradicional o la PCR cuantitativa en tiempo real se utilizan a menudo
para verificar si una secuencia de ADN especifica (un gen o region del genoma) estan asociadas a

una proteina en particular.
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Figura 16: Flujo de trajo con EZ-Magna Chip

PUESTA A PUNTO DE LA SONICACION DE MUESTRAS:

PRUEBA DEL N° DE CICLOS PARA LA OBTENCION DE FRAGMENTOS
DEL TAMANO DESEADO:

Partiendo de un cultivo de aproximadamente 7x10° células, se realizé el cross-linking de

las proteinas segun el protocolo detallado de E-Chip y se las guard6 a -80°C. Se cont6 la cantidad

de cé¢lulas en una placa de crecimiento paralelo.
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Se resuspendieron las células en buffer de lisis segin protocolo, recordando utilizar los
tubos especiales para el sonicador. Luego se realiz6 la sonicacion de las muestras, se utilizaron solo
300 pl de los 500 debido a que es el maximo aconsejado para el Bioruptor Pico (Tabla 1). Lo cual
corresponde aproximadamente a 3x107 células por cada tubo.

Los ciclos utilizados fueron de 15 seg On seguidos de 30 seg Off. Las muestras tomadas
fueron de 0 Ciclos (Control), 2C, 4C, 6C, 8C y 10C. Por ultimo, se incubaron las muestras con
RNAsa a 37°C (o temperatura ambiente) por 30 min, 2 pl cada 300 ul. Luego se dejaron ON (o 2
hs 62°C) con Proteinasa K a 57°C. Dar un spin down antes de seguir, 2 ul (cantidad fija).

Se realiz6 la extraccion de ADN segun el protocolo de Extraccion con Fenol : IAC (tabla

1) resuspendiendo el pellet en 40 pl final.

Muestra | SN1 SN2 CINa Total EtOH
0 ciclos 300 270 220 22 242 484
2 ciclos 300 250 220 22 242 484
4 ciclos 300 250 220 22 242 484
6 ciclos 300 250 220 22 242 484
8 ciclos 300 250 220 22 242 484
10 ciclos | 300 250 220 22 242 484

Tabla 1. Extraccion de ADN de muestras para probar tamarnio de los fragmentos

dependiendo del numero de ciclos en posterior gel de agarosa.

Se sembr6 8 pL + 2 uL LB del control de O ciclos y 12 pL + 3 pL para el resto de las
muestras. Ladder 1000pb (5 pL). Los resultados se muestran en la figura 17.
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Figura 17. Gel de agarosa en el que se ven los distintos ciclos de sonicacion.

Como se puede apreciar en la Figura 17, un numero de 6 ciclos de sonicacion a la densidad
celular utilizada resulta suficiente para obtener fragmentos de ADN en el rango de tamafios

necesarios para llevar a cabo luego la qPCR de las regiones gendmicas de interés.

PRUEBA DE DIFERENCIAS EN EL SCRAPING Y CONFIRMACION DE
6CICLOS COMO LA CANTIDAD DE CICLOS OPTIMO:

Se realiz6 el protocolo del kit EZMagna-ChIP de la misma forma que en el caso anterior.
Se partid de un cultivo de aproximadamente 7 millones de células, se realizo el cross-linking de las

proteinas segun el protocolo y se las guardd a -80°C. Paralelamente se contd la cantidad de células
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con una placa de crecimiento adicional. Se resuspendieron las células en buffer de lisis, quedando
un volumen final de 300ul, lo que corresponde a 3 millones de células por cada tubo.

Los ciclos utilizados fueron de 15 seg On seguidos de 30 seg Off. Las muestras tomadas
fueron de 0 Ciclos (Control) y tres muestras de 6 ciclos para analizar diferencias en el scraping.
Por ultimo, se incubaron las muestras con RNAsa a 37°C (o temperatura ambiente) por 30 min, 2
ul cada 300 pl. Luego se dejaron ON (o 2 hs 62°C) con Proteinasa K a 57°C. Se les di6 un spin.

Se realiz¢ la extraccion de ADN segun el protocolo de Extraccion con Fenol:IAC (Tabla 2)

resuspendiendo el pellet en 40 pl final.

Muestra | SN1 SN2 CINa Total EtOH
0 ciclos 300ul 190ul 160ul 16 176 352
6 ciclos 300ul 290ul 250ul 25 275 550
6 ciclos 300ul 250ul 200ul 20 220 440
6 ciclos 300ul 250ul 200ul 20 220 440

Tabla 2. Extraccion de ADN para corroborar tamario de los fragmentos deseados con 6

ciclos y para y observar diferencias en el scraping mediante un gel posterior.

Se sembraron 2 pL + 0,5 pL LB del control de O ciclos y 4 uL + 1 pL para el resto de las
muestras. Ladder 1000pb (5 pL).
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Figura 18. Gel de agarosa en el que se corrieron muestras con 6 ciclos de sonicacion para

ver diferencias en la distribucion de fragmentos.

Como se observa en la Figura 18, la generacion de fragmentos en el rango deseado se logro
en las 3 muestras analizadas aunque con ligeras diferencias. Esto demuestra una eficiencia de

fragmentacion similar aunque con ligeras diferencias en las muestras analizadas.
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