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RESUMEN

1 Resumen

Mientras que el incremento en los niveles del inhibidor de quinasas
dependiente de ciclinas p21 ha sido reportado extensamente en respuesta a
variados tratamientos genotdxicos, lo opuesto ocurre en respuesta a la irradiacién
UVC en donde p21 disminuye sus niveles de expresiéon como consecuencia de una
protedlisis. Esta degradacion sugiere que p21 podria estar reprimiendo algin
proceso relevante para la respuesta celular a la irradiaciéon UVC. En este trabajo
demostramos que la estabilizacién forzada de p21 luego de luz UV bloquea la
replicacion sobre ADN lesionado. Este impedimento esta relacionado con un
defecto en el reclutamiento de polimerasas especializadas necesarias para replicar
sobre ADN dafiado, que forman parte de un proceso conocido como Sintesis de
ADN por Translesién, TLS, (del inglés Translesion DNA Synthesis). Los defectos
observados en la replicacion de ADN lesionado correlacionan con un aumento en
los marcadores de estrés replicativo, inestabilidad gendémica y aumento de la
muerte celular. Interesantemente estos efectos deletéreos desaparecen si se
remueve el sitio de unién a PCNA, (PIP box) de p21, sugiriendo que la perdida de
interaccién entre p21 y PCNA es suficiente como para permitir el reclutamiento de
proteinas de unién a PCNA (como las polimerasas especializadas) relevantes para
la respuesta a irradiaciéon UV. Por otro lado la expresion de una construccion
degradable de p21 tuvo un efecto transiente sobre los eventos de replicacion
temprana y sobre el reclutamiento de las polimerasa de TLS en respuesta a
irradiacion UV. Estos defectos temporarios desaparecen en correlaciéon con la
degradacién de p21, sin observarse consecuencias sobre eventos de replicacion
tardia o sobre la estabilidad genémica. En conjunto, nuestros datos sugieren que la
funcion biolégica asociada a la degradacion de p21 en respuesta a irradiaciéon UV
es la de promover la replicacion sobre ADN lesionado a través de una correcta y

efectiva activacion de los eventos de TLS.

Palabras claves
p21, yHZ2AX, 53BP1, TLS, polimerasas especializadas, ADN lesionado, PCNA,

inestabilidad genémica.



ABSTRACT

2 Abstract

UV-triggered p21 degradation facilitates damaged-DNA
replication and preserves genomic stability

While many genotoxic treatments upregulate the cyclin kinase inhibitor
p21, agents such as UV irradiation trigger p21 degradation. This suggests that p21
blocks a process relevant for the cellular response to UV. Here we show that forced
p21 stabilization after UV strongly impairs damaged-DNA replication, which is
associated with permanent deficiencies in the recruitment of DNA polymerases
from the Y family (involved in translesion DNA synthesis -TLS), with the
accumulation of DNA damage markers and increased genomic instability.
Remarkably, such noxious effects disappear when disrupting the PCNA interacting
motif (PIP) of stable p21, thus suggesting that the release of PCNA from p21
interaction is sufficient to allow the recruitment to PCNA of partners (such as Y
polymerases) relevant for the UV response. Expression of degradable p21 only
transiently delays early replication events and Y polymerase recruitment after UV
irradiation. These temporary defects disappear in a manner that correlates with
p21 degradation with no detectable consequences on later replication events or
genomic stability. Together, our findings suggest that the biological role of UV-
triggered p21 degradation is to prevent replication defects by facilitating the

tolerance of UV-induced DNA lesions.

Key words:
p21, yH2AX, 53BP1, TLS, Y family polimerases, damaged DNA, PCNA, genomic

instability.
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INTRODUCCION

3 Introduccion

3.1 La inestabilidad de la molécula de ADN desafia la
probabilidad de lograr un copiado fiel

Los libros de texto indican que la replicacion de ADN es un proceso que
permite la duplicaciéon exacta del material genético. Sin embargo, la naturaleza
inestable del ADN (la cudl es de mucha utilidad desde el punto de vista evolutivo),
hace que la duplicacion inalterada del mismo sea un evento ideal, posiblemente no
alcanzable en la realidad. El objetivo de esta introducciéon es el de proveer
informacién que deje en evidencia la complejidad (y probablemente la

inexistencia) de un evento de duplicaciéon de ADN libre de errores de copiado.

3.1.1 EI ADN: un molde imperfecto

La replicacién del ADN, que tiene lugar durante la fase S del ciclo celular,
tiene como objetivo duplicar el material genético de la célula. El desafio del
proceso de replicacion es el de copiar el ADN de la manera mas fiel posible dado
que cualquier error de copiado es transmitido a la célula hija y perpetuado en las
generaciones siguientes pudiendo dar lugar a mutaciones que alteran la
estabilidad gendmica de la célula. Por esto el proceso de la replicacion de ADN es
altamente complejo y no involucra solo a los complejos moleculares encargados
del copiado de ADN sino varios complejos auxiliares involucrados en preservar la
velocidad y la finalizacion del proceso de duplicacion de ADN. El fin dltimo de los
mecanismos auxiliares es el de proteger la viabilidad celular y prevenir cambios
gendmicos, variables que dependen en gran medida de una eficiente duplicacién
del ADN.

Para comprender la necesidad de eventos de auxilio de la replicacion
normal es necesario discutir inicialmente variables que pueden desafiar la
replicacién de ADN. Existen barreras replicativas muy frecuentes que ponen en
peligro la continuidad de la replicacion de ADN. AlUn en ausencia de estrés
replicativo el ADN estd sometido a frecuentes cambios quimicos o dafio/lesiones

que resultan en su mayoria del efecto colateral del propio metabolismo celular.
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INTRODUCCION

Dichas lesiones en el ADN causan, en mayor o menor medida, deformaciones en la
estructura del ADN que representan un obstaculo insuperable para las polimerasas
replicativas que copian el ADN molde. El frenado del proceso de copiado y mucho
mas aun, el desacople de los complejos replicativos del ADN molde pueden
promover errores (mutaciones) por lo que los eventos de auxilio se hacen
indispensables. Es importante destacar que los eventos de auxilio pueden ser
necesarios en manera frecuente ya que, por el contario a lo esperado, dicha
situacién podria presentarse en cualquier evento de replicacion de ADN. Esto
queda en evidencia cuando se mide la frecuencia de acumulacion de lesiones por
células. El nimero es inesperadamente alto: aproximadamente 30.000 lesiones
espontaneas por dia (1), valor que sube en casi dos 6rdenes de magnitud durante
una inocente exposicion a luz solar (2). Por lo tanto, el ADN molde, lejos de ser
perfecto, presenta continuos desafios que no pueden ser acomodados por el
proceso de replicacion basal. Por esto, los mecanismos auxiliares de la replicacion
de ADN son necesarios durante la replicacion y sirven para garantizar la sobrevida

celular y su estabilidad gen6émica.

3.1.2 Los mecanismos auxiliares de la replicacion de ADN

Los mecanismos auxiliadores de la estabilidad gendmica y la sobrevida
celular han evolucionado y se han conservado desde las levaduras hasta los seres
humanos. Entre ellos, los mecanismos biolégicamente mas relevantes son: la
reparacion del ADN, que promueve la remocion de la lesion de la manera mas
eficiente posible; el mecanismos de chequeo de fase S, encargado de la
estabilizacion de horquillas atascadas y de generar una ventana temporal para la
remocion de lesiones disminuyendo la velocidad de replicacién mediada por la
inhibicién en el disparo de origenes de replicaciéon; y los mecanismos de
tolerancia al daiio genémico, que promueven la utilizacién de bases lesionadas
como molde replicativo, evitando el atascamiento de horquillas de replicaciéon
activas. Dentro de los mecanismos de tolerancia se destaca la sintesis de ADN por
translesion (TLS, del inglés Translesion DNA Synthesis). Fallas en el desempefio de
cualquiera de estos mecanismos auxiliares a la replicacion de ADN lesionado
pueden desencadenar eventos de estrés replicativos que involucran la perdida de

viabilidad y la integridad genémica.

12



INTRODUCCION

3.1.3 Mi aporte al entendimiento de la replicacion de ADN

lesionado
En particular nuestro laboratorio se concentra en comprender distintos

aspectos regulatorios de procesos de tolerancia al dafio gendémico y sus
implicaciones en la estabilidad genémica de células sometidas a la luz UV, estrés
genotdxico al que los organismos vivos estan créonicamente expuestos. En
particular, en este trabajo de tesis focalizamos nuestro estudio en el entendimiento
de mecanismos de sintesis de ADN por translesion (TLS).

En este trabajo de tesis demostramos que el inhibidor de quinasas
dependiente de ciclinas, p21, es un regulador negativo de TLS. En una primera
etapa identificamos la necesidad de remover a p21 para evitar la acumulacién de
marcadores de estrés replicativo y de inestabilidad gendmica luego de la
exposicion a luz UVC. En una segunda etapa demostramos una asociacion
molecular entre la regulaciéon negativa de p21 después de irradiacion UV y la
eficiente activacién del mecanismo de TLS. Concluimos que la regulaciéon negativa
de p21 después de irradiacion UV es necesaria para proteger la estabilidad
genomica dependiente de TLS en células en replicacion activa.

Antes de presentar el detalle de los resultados obtenidos sera importante

detallar los conocimientos actuales sobre los mecanismos hasta aqui mencionados.

3.2 Replicacion del ADN en organismos superiores

La duplicaciéon del ADN comienza en sitios conocidos como origenes de
replicacién. En organismos superiores, estos origenes se encuentran agrupados,
formando zonas (clusters) de iniciacidn, los cuales son activados (disparados) a
diferentes tiempos durante la fase S (3, 4). Esto permite mantener un tiempo de
replicacion determinado ya que la duracion de la fase S es determinante para un
correcto progreso a través del ciclo celular. Cada origen de replicaciéon debe ser
licenciado y disparado por mecanismos que no se van a discutir en esta tesis (para
una resefia ver Jones RM & Petermann E (2012) Biochem ] 443(1):13-26)(5). Una
vez disparados los origenes se forma la horquilla de replicacion donde el ADN
molde y naciente son rodeados por un complejo proteico, replisoma, que se
describira a continuacién. El replisoma esta formado por la helicasa MCM/CDC45
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que desenrolla el ADN exponiendo ADN simple cadena que actda como molde de
copiado y los factores de elongacion de la replicacion que incluyen a las
polimerasas de ADN y a proteinas accesorias que aumentan su velocidad de
copiado o procesividad. Dichas proteinas son la plataforma deslizante PCNA (del
inglés, Proliferating Cell Nuclear Antigen), indispensable para el cargado de las
polimerasas e la cromatina y para asegurar una replicacion altamente procesiva y
el factor RFC (del inglés, Replication Factor C), necesario para abrir y cargar el
anillo trimerico PCNA sobre el ADN(6). Se suman ademdas otros complejos
proteicos que promueven la estabilidad de la horquilla (para mas informacién
sobre estas proteinas revisar Masai et al. (7)).

Las horquillas de replicaciéon son estructuras complejas que aseguran la
duplicacién semiconservativa del ADN. La accién de las polimerasas esta precedida
y acoplada a la apertura de la doble hélice por parte de las helicasas que presentan
a la maquinaria de replicacién dos hebras moldes. La elongaciéon se produce a
partir del extremo 3’-OH libre, por lo que el sentido de incorporaciéon de los
nucledtidos es siempre 3’-5’. Debido a la naturaleza quimica del ADN en una de las
cadenas los nucledtidos son presentados en direccion 5’-3’, generdndose una
replicacién semi-discontinua (Figura 3.1). La hebra que es presentada al replisoma
en sentido 3’-5’ mantiene una elongaciéon continua y coincide con el sentido de
replicacién de las polimerasas replicativas, en este caso llevado a cabo por la
polimerasa ¢, es llamada cadena o hebra lider. La segunda hebra es presentada
en direccidn 5’-3’ por lo que la elongacion se produce en manera mas complejas
mediante la formacion de fragmentos discontinuos en direccion 3’-5’, conocidos
como fragmentos de Okazaki, esta hebra es llamada cadena o hebra retrasada, y
los fragmentos son sintetizados por la polimerasa §. (8, 9). Debido a que cada
fragmento de Okazaki debe iniciar di novo el proceso de replicacion es necesaria la
accion de la primasa Pol a y la ligacion de los fragmentos de Okazaki retrasados
por parte de Ligl. En todos los casos, el ADN a simple cadena expuesto es
protegido por la proteina de unién a simple cadena RPA que es desplazada por los
complejos replicativos a medida que la replicaciéon avanza. A su vez las nucleasas
RNAsaH y FEN1 se encargan de remover los cebadores de RNA insertados por la
Pol a, mientras que FEN1 procesa los extremos 5’ de los fragmentos de Okazaki

para que Ligl pueda unirlos

14



INTRODUCCION

Este complejo modelo de replicacion busca asegurar una replicacion
continua evitando el retraso innecesario de horquillas activas que podrian llevar al
desacoplamiento de la maquinaria de replicacién con consecuencias deletéreas

para la célula como se discutira mas adelante.

Cadena Lider Cadena Retrasada

Figura 3.1: Proteinas que forman parte de una tipica horquilla de replicacién: (i) proteinas MCM
(del inglés Mini-Chromosome Maintenance), seis subunidades. Son las helicasas encargadas de
abrir la doble hélice de ADN para iniciar la replicacion; (ii) proteinas de unién a ADN simple cadena
(RPA) cuya funcidén es proteger las regiones de ADN simple cadena de la accién de las nucleasas;
(iii) primasa (complejo de entre una polimerasa de ARN y Pol a) encargada de sintetizar los
cebadores de ARN y pequefios fragmentos de ADN para iniciar los fragmentos de Okazaki; (iv) Pol
6, la ADN polimerasa responsable de sintetizar la mayor fraccién de los fragmentos de Okazaki; (v)
Pol €, la ADN polimerasa responsable de la sintesis de la cadena lider; (vi) PCNA, la plataforma
deslizante para las polimerasas replicativas, encargada de la procesividad de las polimerasas y la
coordinacion del proceso de maduracion de los fragmentos de Okazaki; (vii) RFC, es el complejo
encargado de unir a PCNA a la doble hélice de ADN; (viii)nucleasas, que incluyen RNasaH, DNA2 y
FEN1, encargadas de remover los cebadores de ADN; (ix) ADN Ligl, responsable de unir los
fragmento de Okazaki procesados en una hebra de ADN continua. Las lineas negras representan el
templado de ADN, las lineas violetas representan los fragmentos de ADN recientemente
sintetizados mientras que las lineas rosas corresponden a los cebadores de ARN. Modificado de
Zheng et al (2011) ] Mol Cell Biol3(1): 23-30.

3.2.1 Barreras replicativas

Una horquilla en replicacién activa sintetiza varios miles de pares de bases
antes de desacoplarse del replisoma en sitios de terminaciéon. Durante este
trayecto las horquillas pueden encontrarse con barreras replicativas las cuales
constituyen obstaculos que afectan especificamente la progresion de las

polimerasas replicativas. Esos obstaculos pueden causar el desacople entre el
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complejo de helicasas y polimerasas. En dichas condiciones, las polimerasas
replicativas quedan atascadas frente al obstaculo mientras que la helicasa continua
desenrollando la doble hélice. Dicho desacoplamiento de la helicasa y la
polimerasa causa un aumento del tramo de ADN en cadena simple(10, 11). Si dicha
situacién no es controlada la tensién generada en la horquilla puede causar roturas
del ADN y/o remocién inadecuada del replisoma (ver detalla mas adelante).

Las barreras replicativas mas cominmente encontradas por las horquillas
incluyen:complejos de ADN-Proteinas que pueden frenar el avance del
replisoma. Si bien en general se espera que el replisoma no deba pausar su accién
frente a complejos pre formados, existe evidencia de la existencia de proteinas
asociadas al ADN que causan pausas transitorias en zonas cercanas a origenes de
replicacién y telomeros(12-14), o en zonas del ADN en transcripcion activa, siendo
particularmente importante la zona que transcriben el RNA correspondiente a
proteinas ribosomales o RNA de transferencia(15-17),estructuras secundarias
del ADN, como por ejemplo repeticiones de secuencias en tdndem, sitios G-
cuddruplex del ADN, apareamientos intercatenarios por repeticiéon de secuencias,
entre otros(18); dafo al ADN, lesiones que pueden ser de origen enddgeno (como
resultado del propio metabolismo celular, radicales libres, etc) o de origen
exdgeno. Estas ultimas pueden dividirse en tres tipos: (i)alteraciones restringidas
a una de las hebras de ADN (normalmente modificaciones sobre las bases
nitrogenadas ,como por ejemplo la irradiacién UV o MMS (metil-metaulfonato); (ii)
entrecruzamientos (cross-link) entre las dos hebras de ADN, como por ejemplo el
cisplatino, (iii) ruptura de la doble cadena de ADN, como por ejemplo la
Camptotecina (CPT-inhibidor de la topoisomerasa II) o la irradiacién ionizante
(Figura 3.2).

Cada una de esas lesiones impone barreras diferenciales a la replicacion.
Las lesiones de tipo ii y iii deben ser reparadas antes de continuar o finalizar el
proceso de replicacién. Es imposible usarlas como molde replicativo. Las lesiones
de tipo i, sin embargo son diferentes en cuando a que si es posible usarlas como
molde replicativo si se activa el mecanismo auxiliar de la replicacion, TLS, como se

discutira en la seccion 3.3.
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Figura 3.2.: Representacion esquematica de las distintas Barreras Replicativas (BR) que
una horquilla puede encontrar. A) Lesion sobre una de las hebras de ADN (lesiones generadas por
ejemplo por luz UV) Reparacion previa a la replicacion: Representacién grafica de una horquilla
que no se encuentra con el dafio gracias a la accion de los mecanismos de reparacion sin alteracion
de la estructura del ADN o de la integridad genémica. Replicaciéon en presencia de la lesién Las
polimerasas replicativas no pueden avanzar sobre la lesidn, generando ADN simple cadena lo que
podria llevar a un atascamiento irreversible, pero gracias a los mecanismos auxiliarles como la TLS,
se produce la sintesis sobre la lesiéon pudiendo reasumir con la replicacién normal, aunque
manteniendo la lesidn como se ve en el grafico representativo de un cromosoma B) Lesion inter-
catenaria, en este caso la lesién genera una unién entre las hebras de ADN obstaculizando la accién
de la helicasa.Reparacién previa a la replicacién: Representacion grafica de una horquilla que no

[
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se encontré con la lesién por accién de los mecanismos de reparacién, como en A).Replicaciéon en
presencia de la lesion: la presencia de un entrecruzamiento entre las hebras de ADN imposibilita
el desenrrollamiento de la doble hélice pudiendo desencadenar la aparicién de aberraciones
cromosomicas cuando se condensa el ADN, comprometiendo la integridad genémica o peor audn la
viabilidad celular por catastrofe mitética. C)Dafio a la doble cadena de ADN. Reparacidén previa a
la replicacion: Representacion grafica de una horquilla que no se encontré con la lesién por accion
de los mecanismos de reparacién, como en A)Replicacion en presencia de la lesion: Horquilla
activa que se enfrenta a una ruptura en la doble hélice de ADN. Un corte en la doble cadena (CDC)
de ADN no reparado puede ocasionar el desacople de la maquinaria de replicacién promoviendo
dos posibles mecanismos para el procesamiento de ese CDC. Por un lado la Recombinacion
Homologa (HR), que intenta reparar ese CDC de manera libre de error, utilizando las como molde
las zona no dafiada correspondiente a la cromatide hermana, de esta manera se obtiene un
intercambio de informacién entre cromatides (como lo representa el grafico del cromosoma
bicolor). Otra opcién puede ser la accién del mecanismo de unién de extremos No homdlogos, NHE],
(del inglés Non Homologous End Joining), y como lo especifica su nombre une extremos libres no
homologos, siendo su accién altamente mutagenica como lo demuestra el grafico del cromosoma
fusionado a otro cromosoma por accion de NHE].

3.2.3 Las lesiones causadas por luz UVC

La irradiacién UV es una fuente de estrés genotoxico continuo al que
muchas células de nuestro organismo son sometidas. Esto suscita gran interés en
grupos de investigacion que estudian mecanismos moleculares de generacion de
mutaciones. Ademads, la irradiaciéon UV es una fuente casi pura de lesiones
correspondientes a barreras de tipo i). Esto diferencia al UV de otras fuentes de
estrés genotoxico que en general producen la acumulacién simultidnea de distintas
barreras replicativas (i, ii y iii). Como las distintas barreras deberian desencadenar
distintos mecanismos de respuesta celular, el andlisis de respuestas globales
dificulta la interpretacion de resultados. Por el contrario, la irradiacién UV causa
casi exclusivamente la acumulacién de enlaces covalentes entre bases adyacentes
(barreras de tipo i) lo que simplifica la interpretacién de resultados. Las lesiones
mas frecuentes causadas por UV son denominadas CPDs, (ciclobutane piridimine
dimers) y las menos frecuentes se conocen como 64P-P (6,4-photoproducts, o 6,4
pyrimidine-pyrimidones). Estas ultimas generan deformaciones pronunciadas del
ADN (ver figura 3.3A) y son por lo tanto eficientemente reconocidas por los
mecanismos de reparacion por escision de nucleétidos (NER) que remueven
dichas lesiones en aproximadamente 6 horas (19). Por el otro lado los CPDs causan
deformaciones sutiles del ADN (ver figura 3.3B) que no son reconocidas con
eficiencia por el mecanismos NER, De hecho, después de 48 horas todavia se
observa un remanente de aproximadamente el 50% de las lesiones por lo que la

probabilidad del encuentro de horquillas de replicacién activas con CPDs. En una
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célula genémicamente estable se espera que el encuentro de una horquilla de
replicacién con un CPD (y también con un 64PP) cause la activaciéon del mecanismo
auxiliar de la replicacion TLS, el cual deberia prevenir el atascamiento de la
replicaciéon. Las implicaciones de la activacion de TLS sobre la sobrevida y la

mutagnésis después de UV seran discutidas en la seccién siguiente.

CPD
¢,“.:__ u: Figura 3.3: Lesiones
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3.3 Sintesis de ADN por Translesion (TLS): replicar
ahora reparar después

La sintesis de ADN por translesion o TLS es un mecanismo auxiliar de la fase
S que permite el copiado de regiones dafiadas de ADN. Las polimerasas replicativas
(Pol & y Pol €) poseen sitios activos extremadamente especificos, incapaces de
acomodar las modificaciones introducidas en las bases cuando el ADN es dafiado.
En dichas instancias, las polimerasas especializadas pueden reemplazar a las
replicativas ya que poseen un sitio activo mas laxo que les permite acomodar las
bases distorsionadas como los aductos causados por luz UV (20, 21). Las
polimerasas especializadas se caracterizan por una procesividad reducida en
comparacién con las polimerasas de replicacion, ya que mantienen menor cantidad
de contactos con el ADN (20, 22) y pueden ser menos fieles en el copiado de ADN,
debido a la falta de actividad de lectura de prueba 3°-5" (20, 23, 24). El hecho de
que tengan poca fidelidad de copiado sugiere que estas polimerasas son propensas
a introducir errores, por lo que su actividad debe ser rigurosamente controlada.

En el caso de las lesiones causadas por luz UV, las polimerasa replicativas no

puede acomodar en su sitio activo las timinas distorsionadas por el enlace
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covalente, por lo que la horquilla en progresion se frena ante este tipo de lesion. Es
aqui cuando las polimerasas especializadas capaces de utilizar las bases dafiadas
como molde replicativo se vuelven esenciales para promover la progresién de
horquillas de replicacién.(20, 23) Estas polimerasas especializadas se conocen
también como permisivas o de TLS debido a su bien caracterizada accién en la TLS
activada por luz UV. Particularmente importante es la Polimerasa n.(Pol 1), que
evoluciono para promover la sintesis de ADN casi libre de errores cuando utiliza
como templado a los CPD (25-27). Esta polimerasa coloca con gran eficiencia y
poca probabilidad de error las dos adeninas opuestas al dimero de timinas. Las
polimerasas especializadas son muchas y pueden acomodar distintos moldes de
ADN pudiendo ser poco o muy mutagénicas dependiendo del tipo de lesién y de la
polimerasa involucrada en el proceso de TLS en cuestion.

Las polimerasas involucradas en la TLS que resulta de la irradiacién UV se
agrupan dentro de una familia conocida como familia Y de polimerasas (que
incluye Pol n, Poly, Pol ¥ y REV1). La polimerasa extensora { también participa en
el proceso de TLS causado por luz UV. Esta ultima pertenece a la familia B (la
misma familia de las polimerasas replicativas §, € y o) y posee alta procesividad

pero es en general mutagénica(28).

3.3.1 Polimerasas especializadas o de translesion (TLS)

Las polimerasas especializadas o de TLS estan presentes en bacterias,
eucariotas unicelulares y en metazoos. Todas las polimerasas de la familia Y
poseen dominios cataliticos conservados en su mayoria cercanos a la regién N-
terminal (Figura 3.4). La region C-terminal de la proteina no es conservada entre
las polimerasas de esta familia y es, responsable de interacciones proteina-
proteina, de interacciones con factores que median su localizacién celular y su
actividad en horquillas de replicacion detenidas. Todas estas polimerasas difieren
de las polimerasas replicativas por la relativamente baja procesividad y fidelidad
en el copiado de ADN, como consecuencia de la falta de actividad exonucleasa de
lectura de prueba 3’-5’. Todos los miembros de la familia Y de polimerasas son
atraidas a la plataforma deslizante PCNA, que como se vera mas adelante sufre

modificaciones post-traduccionales en respuesta al dafio al ADN.
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Figura 3.4: Esquema representativo de las polimerasas especializadas o de TLS. Pertenecientes a la
familia B de polimerasas (Pol ¢) y la familia Y (Pol 1, Pol (, Pol x y Rev1). Representacién de sus
dominios de cataliticos y de interaccidn, esenciales para su localizaciéon. Adaptado de Waters
Lauren S. et al; 2009 Microbiol Mol Biol Rev. 2009 March; 73(1): 134-154.

Como se mencion6 anteriormente, estas polimerasas de TLS deben
interaccionar con PCNA para poder cumplir con su funcidn. Esto lo pueden hacer a
través de dos formas: mediante su dominio de unién a PCNA (PIP box) y a través
de los dominios de unién a ubiquitina (UBM o UBZ) que les permite interaccionar
con la forma modificada de PCNA, PCNA-ub. Modificacién que ocurre en respuesta
a la irradiaciéon UV. Como veremos a continuacion todas las polimerasas de la
familia Y involucradas en la respuesta a UV, comparten estas caracteristicas, con
excepcion de Revl, que posee dominios alternativos para cumplir esta funcion,
diferentes al PIP box, que incluyen un dominio BRCT y dominios de unién a otras

polimerasas de TLS.

i. Polnm
Pol 1 es probablemente la polimerasa de TLS mejor caracterizada ya que su
eliminacién causa una enfermedad denominada Xeroderma Pigmentosum Variant
(XP-V). Los pacientes con esta enfermedad son proclives al desarrollo de cancer de

piel y son muy sensibles a la luz solar (29, 30).
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Pol 1 es la polimerasa mas importante para el proceso de sintesis de ADN
por translesion a través de CDPs, ya que es la tnica polimerasa de TLS capaz de
sintetizar a través de este aducto con extrema precision y fidelidad in vitro (31), y
es responsable de reanudar la replicacion frente a horquillas atascadas in vivo (32,
33). En ausencia de Pol n, las células evidencian un aumento en la tasa de
mutagénesis y carcinogénesis inducida por la luz UV (34). Se sospecha que el
incremento en la mutagénesis resulta de un incremento en el reclutamiento de
otras polimerasas TLS a CPDs. Debido a que dichas polimerasas no son las que
evolucionaron para realizar la sintesis en oposiciéon a CPDs, los eventos de TLS
dependientes de otras polimerasas de la familia Y deberian ser mas mutagénicos
en ausencia de Pol m. Por ejemplo se reporté que en células de ratones la
polimerasa que actua si Pol 1 no esta es Pol  (35). Por otro lado estudios recientes
demuestran que la accién de las polimerasas especializadas no se restringe a la
replicacion de ADN lesionado sino que participarian en la replicaciéon no
perturbada de ADN. Dichos estudios han revelado una funcién de Pol n sobre el
mantenimiento de los sitios comunes de fragilidad conocidos como Common
Fragile Sites (CFS). Esta funcién estaria asociada a su capacidad de replicar sobre
templados alterados morfolégicamente, una caracteristica de los CFS, lo que la
hace indispensable sobre la progresion de la replicaciéon en condiciones normales

(36, 37).

ii. Polt

Pol 1 es un paralogo de Pol 1, in vitro Pol « puede insertar nucleétidos en
oposicién a varios tipos de bases dafiadas, pero es incapaz de completar la sintesis
de ADN ya que no puede extender a partir del primer nucleétido insertado (38).
Existen otras polimerasas de TLS capases de extender a partir de la primera base
insertada por una polimerasa de TLS. Dichas polimerasas se conocen como
‘extensoras”y se cree que Pol L podria trabajar en conjunto con al menos otra
polimerasa (extensora) para llevar a cabo la TLS sobre diferentes tipos de lesiones

(39).
La principal evidencia que sostiene la participacion de Pol 1 en el proceso de
TLS se obtuvo durante un andlisis de localizacidn, la cual es idéntica a la de Pol n.

Ambas polimerasas especializadas se caracterizan por una distribucién panuclear
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difusa en el nacleo que cambia abrupta y rdpidamente después de irradiacion UV,
lo que causa la agregacion de ambas polimerasas en agregados asociados a
factorias de replicacion que colocalizan con focos de PCNA y de sintesis de
ADN(40). La organizacion focal de las polimerasas 1/t depende de sus sitio de
unién a PCNA, ya que mutaciones en este dominio impiden el reclutamiento focal
de ambas polimerasas in vivo (41).La localizacién de Pol 1 a focos depende también
de la presencia de Pol 1 ya que en células XP-V (deficientes en Pol 1) el porcentaje

de focos de Pol L es menor en comparacion con una célula normal(40).

iii. Polk

In vitroPol k es capaz de sintetizar a través de aductos de benzo(a)pireno-
guanina, originados por el humo del tabaco , de manera muy precisa y eficiente
(42). Ademas se sabe que la expresion de Pol k aumenta ante la exposicion de la
célula a hidrocarburos policiclicos (43) lo que concuerda con su capacidad de
replicar a través de los aductos de Benzo(a)pireno. La organizacion focal de Pol k
también fue observada después de irradiacion UV(44). Sin embargo la localizaciéon
de Pol k difiere de las demas polimerasas de TLS, aunque es exclusivamente
nuclear y se recluta a factorias de replicacién después de induccion de lesiones al
ADN, la fraccion de células con focos de Pol x es mucho menor que lo observado
para Pol 1, Pol 1 y PCNA(44). Tampoco se observa una colocalizacién absoluta de
Pol « con las demas polimerasas y PCNA(44) lo que sugiere funciones no
totalmente sobrepuestas. En este sentido es importante destacar que células
deficientes en Pol k son sensibles a la exposicion con luz UV (45). Aunque hasta el
momento no hay evidencias claras de la acciéon de Pol k en el traspaso de CPDs u
otras lesiones, dichas observaciones sugieren que Pol n y Pol k podrian ser

importantes para distintos eventos de TLS después de irradiacion UV.

iv. Revl
Rev1 es una polimerasa estructuralmente diferente a las demas polimerasas
de la familia Y, que tiene un rol central en la respuesta celular a UV habiendo sido
identificada como proteina esencial para activar eventos de TLS en eucariotas
inferiores y superiores (46). Revl posee una actividad catalitica unica, in vitro
funciona como una c-transferasa, incorporando citosinas frente a cualquier tipo de

lesién (47-49). La contribucion de la actividad catalitica de Revl in vivo se
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encuentra todavia en estudio. Para varios tipos de lesiones, como las inducidas por
luz UV (fotoproductos), la contribucién a TLS de Rev1 pareceria no involucrar su
actividad catalitica y dependeria en mayor medida de su dominio N-terminal que
comprende la regién del BRCT, region requerida para su interaccion con PCNA(50,
51).(52) El dominio C-terminal de Rev1, es ademds importante para su localizacién
intracelular y contiene el sitio de interacciéon con otras polimerasas de TLS, que
incluyen a Pol ), Pol \, Pol ¥ (51, 53-56) y Rev7, la subunidad accesoria de Pol { (51,
57, 58). El dominio C-terminal de Revl puede ademas contribuir a la interaccién
con PCNA (59). En conjunto, estos datos parecerian indicar que la actividad
catalitica de Rev1 es prescindible para la TLS pero sus dominios de interaccién con
otras proteinas son esenciales para dicha funcién. Esto sugiere que Revl puede
tener una funcién estructural o de nucleacién de factores necesarios para TLS en
horquillas que encontraron una lesién. Recientemente se ha propuesto que la
funciéon de Revl podria relacionarse con la facilitaciéon del intercambio de
polimerasas replicativas por especializadas en horquillas atascadas en una lesion

(60).

3.3.2 Ubiquitinacion de PCNA: Modelo de TLS acoplado a

la horquilla
El modelo de TLS acoplado a la horquilla de replicacion propone que

cuando la polimerasa replicativa de alta procesividad encuentra un dafio en el ADN
a través del cual no puede sintetizar se produce un intercambio de polimerasas in
situ, donde la polimerasa replicativa es reemplazada por una polimerasa de TLS
que puede adaptar su sitio activo a la lesién.Luego, por un mecanismo pobremente
definido la polimerasa de TLS dejaria su lugar a la polimerasa replicativa que
reasumiria la replicacién con alta procesividad (Figura 3.5).

Si tomamos a Pol 1 como ejemplo de TLS, esta polimerasa esta siempre
disponible dispersa en el ntcleo, pero ;cémo es dirigida a las horquillas detenidas
en presencia de lesiones en el ADN? Se demostré utilizando células humanas, que
PCNA, la plataforma deslizante necesaria para la procesividad de las polimerasas
eucariotas, es monoubiquitinada en respuestas a irradiacién UV u otros agentes
que alteran la progresion de las horquillas replicativas (61). Esta

monoubiquitinacion es llevada a cabo por la E3 ligasa Rad6-Rad18 que es
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reclutada a horquillas detenidas, por la exposicion de ADN simple cadena,
ubiquitinando a PCNA en el residuo lisina 48 (62).Esta podria ser explicar el
intercambio de polimerasas que ocurre en la horquilla detenida, en donde la
interaccion de la polimerasa de TLS es favorecida por la mono-ubiquitinacién de
PCNA, La mono-ubiquitinacion favorece la interaccién de las polimerasas de TLS
con PCNA, las cuales ademas de poseer dominios de uniéon de PCNA tienen

dominios de unioén a ubiquitina (63, 64).

O© =y N, re.ﬁa o

PCNA Polymerases DNA Bases Ubiquitin

Figura 3.5: Esquema del modelo de intercambio de polimerasa acoplado a una horquilla. A)
Durante la replicacion del ADN la cadena naciente es sintetizada por polimerasas replicativas (pol
6) unidas al factor de procesividad PCNA. B) Frente a una lesidn generada por irradiaciéon UV, la
union de bases adyacentes frena la horquilla. C) El complejo E3 ligasa Rad18-Rad6 ubiquitina a
PCNA lo que promueve el reclutamiento de polimerasas especializadas que usan el ADN lesionado
como molde (se muestra Pol 1) D) A través de un nuevo intercambio de polimerasas Pol 6 retoma la
replicacidn sobre templados de ADN no dafiado.

3.3.3 Modelo de TLS por llenado de brechas (GAP filling)

Si bien esta aceptado que la TLS involucra un interacambio de polimerasas
replicativas por especializadas, la temporalidad del evento de TLS es objeto de
algunas controversias ya que no es facil dilucidar si el proceso de TLS auxilia la
replicacién in situ o si tiene lugar como evento post-replicativo retrasado con
respecto al avance de la horquilla de replicacion. El primer modelo involucra un
intercambio de polimerasas en la horquilla de replicacién (modelo acoplado a la
horquilla) y el segundo requiere discontinuidad en la sintesis dependiente de las
polimerasas replicativas, lo que implica una reorganizacién de la horquilla de
replicaciéon en posicién 3” (rio abajo, de manera similar a como se sintetizan los
fragmentos de Okazaki en la cadena retrasada) con respecto a la lesion. Esto es lo
que genera una brecha o “gap” que posteriormente sera llenada por un proceso de

TLS (Figura 2.6). En este caso la finalidad del mecanismo de TLS no radicaria en
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evitar el colapso de horquillas atascadas, sino en garantizar la culminacién de la
sintesis total de ADN antes de la finalizacidon de la fase S o inclusive antes de la
entrada en mitosis. Existen multiples evidencias que el modelo de llenado de
brechas podria ser biolégicamente relevante, como por ejemplo experimentos
realizados en levaduras que demuestran que la viabilidad celular no se reduce si la
expresion de las polimerasas especializadas se restringe a la fase G2/M lo que
sugiere que al menos en ese contexto se podria limitar la actividad de TLS a un
contexto postreplicativo(65).

Es importante ademads destacar que el modelo de llenado de brechas no es
excluyente con el modelo de TLS acoplado a la horquilla y es posible que ambos
tipos de mecanismos puedan actuar en diferentes circunstancias y ser gatillados
por distintos eventos moleculares. De hecho, usando células de pollo DT40 se ha
propuesto que la mono-ubiquitinacion de PCNA es relevante solo para el
mecanismo de llenado de brechas mientras que Rev1 seria central para la TLS

acoplada a la replicacién de ADN (60).

Modelo de intercambio de polimerasas

Modelo de llenado de brechas .
acoplado a la horquilla

% *— » "

a3 3
* * I r o3 *
X X +

X
x

Figura 3.6: Diagrama esquematico comparando el modelo de llenado de brechas o “gap filling” con
el modelo de intercambio de polimerasas acoplado a la horquilla de replicacién. Por cuestiones de
simplicidad solo se representa la replicaciéon de una de las cadenas (Modificado de Lehmann y
Fuchs. DNA REPAIR 5 (2006) 1495-1498).

Mas alla de los detalles asociados a su activacién, es importante concluir que
la TLS es un proceso que ha evolucionado para evitar el bloqueo permanente de
una horquilla frente a una lesién. La irreversibilidad de dicho bloqueo podria
causar la destrucciéon de horquillas de replicacion y la pérdida de viabilidad o el
aumento de la inestabilidad gen6mica como consecuencia de un mayor estrés

replicativo, como se discutira a continuacion.
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3.4.1 Atascamiento irreversible de horquillas: colapso de
horquillas

Las barreras replicativas originadas por la accién de la irradiacién UVC son
lesiones en una cadena simple de ADN (tipo i Figura3.2 A). Si el proceso de TLS no
se activa, puede producirse una pausa momentanea (atascamiento) o un desacople
entre el complejo replicativo y las helicasas, causando eventualmente una pausa
permanente o colapso de la horquilla de replicacion. Aunque puedan parecer
similares, los términos atascamiento y colapso de horquillas de replicaciéon son
ampliamente utilizados en el campo de replicacion de ADN lesionado para
diferenciar entre estas dos situaciones cuyas consecuencias son fisiolégicamente
diferentes.

El atascamiento de una horquilla de replicacién supone un obstaculo en el
movimiento del replisoma. Se calcula que la velocidad de replicacién de una
horquilla en células eucariotas es de alrededor de 50 pares de bases por segundo.
La incognita reside en cuanto tiene que desviarse de este valor para considerarse
atascada, aunque si se ha observado que las horquillas pueden detenerse por
varios minutos(66). Es esperable que una horquilla replicativa deba lidiar con la
aparicién de barreras replicativas de manera frecuente durante la duplicacién del
ADN, teniendo en cuenta la cantidad de lesiones endégenas que se producen como
consecuencia del metabolismo celular, ocasionando que la velocidad de replicacion
disminuya en manera frecuente. Sin embrago las horquillas que disminuyen su
velocidad o se atascan frente a estas lesiones pueden reasumir normalmente la
replicaciéon del ADN gracias a la acciébn de mecanismos que promueven la
replicacién sobre ADN lesionado, asi como también los mecanismos de chequeo

como se menciond anteriormente en la introduccion.

A diferencia de lo que se conoce como atascamiento de horquilla, el colapso
de una horquilla requiere un desacoplamiento de la maquinaria de replicacién,
generandose asimetria y tenciones en la horquilla replicativa por un continuo
desenrrollamiento de la doble hélice de ADN por parte de las helicasas, sin
continuidad de sintesis (Figura 3.7 C) (67). La tensién generada por el desacople
de la maquinaria de replicacién asi como el procesamiento de estas estructuras

pueden llevar a la formacion de cortes en la doble cadena de ADN (ver Figura 3.7).
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(68, 69). Esto a su vez, podria causar perdida de informacién genética
incompletamente replicada o pérdida de viabilidad si los eventos de colapso son
suficientes en una misma célula o se pierde informacién esencial para la
duplicacibon de ADN o su correcta distribucion entre células
hijas.Consecuentemente, un colapso replicativo es un evento que pone en juego la

viabilidad celular y la pérdida de integridad gendémica.

A. Unade las hebras en la horquilla de replicacién encuentra la lesion

Al

Figura 3.7: Atascamiento de
horquillas  versus colapso de
horquillas:A) Una horquilla en
replicacién activa se encuentra con
una lesién generada en una de las
A hebras de ADN. B) Si la horquilla no
puede sintetizar a través de la lesiéon
se produce un desacople entre los
complejos de polimerasas y
helicasas, aumentando la aparicién
C. Rotura del ADN en una cadena simple y generacién de CDCs de ADN simple cadena
‘ (atascamiento). C) Eventualmente si
A la horquilla replicativa no reasume
la sintesis de ADN, el desacople es
mayor generandose mdas ADN
simple cadena, lo que lleva a la
aparicion de cortes a la doble
cadena de ADN (CDC) (colapso). D)
la horquilla colapsada resulta de un
reordenamiento del CDC generado
— en C) generando perdida de
fragmentos de ADN si no se
resuelve.

B. Asimetriay tension ‘

D. Reordenamiento de la horquilla colapsada generada en C.

3.2.3 Estrés replicativo

Se entiende como estrés replicativo a aquél estimulo que genera una
disminucién en la velocidad de progresion de horquillas replicativas activas,
ocasionando atascamientos transitorios e inclusive colapso de horquillas (70). Los
factores que causan estrés replicativo son aquellos que alteran la estructura del
ADN e interfieren con la maquinaria replicativa, entre los que se encuentran las
barreras replicativas discutidas en la seccion anterior. El estrés replicativo
también puede evidenciarse en regiones del ADN que son intrinsecamente dificiles

de replicar como consecuencia de las estructuras secundarias que las hebras de
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ADN pueden adoptar haciendo mas dificil el desenrrollamiento de la doble hélice

durante el ingreso de la maquinaria de replicacién.

Entre las consecuencias del estrés replicativo se destaca la acumulacién de
lesiones secundarias en el ADN (como por ejemplo la mostrada en Figura 3.7 C), no
causadas en manera directa por el agente estresor sino en manera asociada al
encuentro de la maquinaria de replicacion con la lesiéon primaria. Esto puede llevar
a una pérdida de integridad gendémica asociadas a eventos recombinogénicos
(como ejemplificada en la Figura 3.7.D). La prevencion de un incremento
innecesario de estrés replicativo dependen de distintos procesos que evitan el
atascamiento y el colapso de horquillas de replicaciéon como por ejemplo, la

activacion de eventos de TLS (previenen atascamientos)(71, 72).

3.2.4 Marcadores de estrés replicativo

Una medida directa de estrés replicativo es un cambio en la velocidad global
de sintesis de ADN que resulta de acumulacién de eventos de atascamiento y
colapso replicativo. Esto puede ser evidenciado mediante un andlisis de citometria
de flujo o, mas claramente, mediante un estudio de pulsos de incorporacién de
analogos de timidina revelables por inmunodeteccion. Ademas existen marcadores
que indican cambios en los complejos proteicos asociados al ADN y revelan
cambios estructurales que sufren las hebras de ADN por la induccién de estrés
replicativo (evidenciados por incrementada fosforilacién de la histona H2AX) y la
acumulacion de lesiones secundarias de tipo CDC (evidenciados por la

reorganizacion de la proteina 53BP1 en focos subnucleares).

i. Gamma H2AX (YH2AX)

Las histonas que forman parte del nucleosoma juegan un papel central en la
definicion de la estructura de la cromatina, por lo que modificaciones covalentes
de estas histonas pueden desencadenar una amplia variedad de respuestas
bioldgicas. Una de estas modificaciones es la fosforilacion de la variante de la
histona pequefia H2A, la histona H2AX en la serina 139 (YH2AX) en respuesta a
modificaciones en la estructura del ADN. En un principio se asoci6 esta

modificacion a la formacion de cortes en la doble cadena de ADN (CDC) y como un
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factor que propicia el reclutamiento de factores involucrados en la resolucion de
los CDC (73, 74). Actualmente hay varias evidencias que indican que la
fosforilacion de la histona H2AX no es exclusiva de los CDC, sino que se asocia a
varios procesos que involucran la remodelacién de la cromatina(75), desde los
rearreglos cromatinicos que ocurren durante la meiosis (76, 77), rearreglos de las
inmunoglobulinas(78), hasta la acumulacién de dafio inducido por luz UV(79, 80).

La organizaciéon subnuclear de la forma fosforilada de la histona H2AX puede
variar en manera dependiente al tipo de lesiéon que gatilla su forsforilacion. Se
reporta la acumulaciéon de agregados nucleares en forma de focos discretos
asociados a la formacién de CDC. De hecho, fueron reportados después de la
irradiacién ionizante, que se sabe que genera este tipo de lesion. Dichos focos de
YH2AX pueden ser cuantificados utilizando un microscopio de fluorescencia de
manera sencilla. Existe evidencia de que el ndmero de focos observados es
proporcional al nimero de cortes en el ADN y es independiente de la fase del ciclo
celular (81, 82).

Por otro lado se reporta un aumento de la intensidad relativa de YH2AX en
manera homogénea en todo el nicleo estresado (aumento panuclear) que sugiere
una alteracion generalizada del estado de la cromatina que causa un aumento
homogéneo de la fraccion fosforilada de H2AX. Este tipo de respuesta es generada
por la irradiacién por luz ultravioleta y esta intimamente asociada a la progresion

através de la fase S (81, 83).

ii. 53BP1

53BP1 (del inglés p53 binding protein 1) fue inicialmente identificada como una
proteina de unién a p53 con la funcién de aumentar su actividad transcripcional
(84, 85). En respuesta a estrés genotoxico 53BP1 se redistribuye rapidamente de
una localizacion difusa en el nicleo a focos nucleares discretos, lo que sugiere su
participacién en la respuesta celular al dafio inducido al ADN (86-88). El dominio
C-terminal de 53BP1 contiene dos dominios BRCT (del inglés carboxyl-terminal
domain of the Breast Cancer Gene 1), dominios que forman parte de proteinas
implicadas en varios aspectos de la regulacion del ciclo celular, recombinacion y
reparacion del ADN(89, 90). Estudios recientes han demostrado que 53BP1 es

fosforilada en respuesta a la radiacion ionizante (RI) y que colocaliza con yH2AX
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en los focos inducidos en sitios de acumulaciéon de CDC (22, 86).Por otro lado
ratones deficientes en esta proteina demostraron alta sensibilidad a la RI, lo que
sugiere una actividad fundamental en la respuesta a dicho dafio genémico(91). Por
ultimo, mas alld de su implicancia en la respuesta celular al dafio genémico, esta
proteina ha sido asociada directamente con la formacién de cortes en la doble
cadena de ADN por varios grupos que identificaron su reclutamiento solo en
respuesta a agentes que generan cortes en la doble hélice como la RI, a diferencia
de la radiacion por luz ultravioleta o agentes que bloquean la replicacion
transitoriamente que generan otro tipo de lesiones (87). La asociacién directa de
53BP1 con la aparicion CDC también se reforz6 por la emergente evidencia de
fuerte localizacion entre los focos de 53BP1 y aquellos formados por proteinas
involucradas en la resoluciéon de los CDC como BRCA1, Rad51, NSB1, entre otras

(28, 86, 92).

3.4 p21 Cip1/Wafl

La proteina p21 Cipl/Wafl (de aqui en mas llamada p21) participa en la
mayoria de los procesos reversibles e irreversibles de arresto del ciclo celular y
contribuye en los mecanismos de diferenciacidon celular terminal y senescencia
replicativa. p21 logra su actividad mediante interaccién directa con sus sustratos.
Las interacciones mas estudiadas son las establecidas con las quinasas
dependientes de ciclinas (CDKs) y la plataforma deslizante PCNA (93).

Dos dominios de p21 son los responsables de sus funciones biolédgicas: el
dominio N- terminal (aa1-82) y el C terminal (aa140-160). Mediante su dominio N-
terminal CDKs y ciclinas, y con su dominio C-terminal interacciona con el anillo
replicativo PCNA (Figura 3.8). Inicialmente se pensé que p21 formaba un complejo
cuaternario que contenia ciclinas/CDKs, PCNA y p21(94). Mas recientemente
diferentes publicaciones sugirieron que los complejos que contienen CDK2 y PCNA
son independientes (95, 96). Una conclusién que se obtiene de los estudios
anteriormente mencionados es que se necesitan cantidades estequiométricas de
p21 para inactivar complejos ciclinas/CDKs y PCNA. Debido a esto, la abundancia
de p21 se convierte en una variable critica que determina su capacidad inhibitoria

in vivo.
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Figura 3.8Representacion grafica de una molécula de p21 mostrando la localizacién de sus
dominios de interaccién con ciclinas, CDKs y PCNA (los segmentos aminoacidicos de cada dominio
se encuentran detallados) . Se representa ademds la sefial de localizaciéon nuclear o NLS.
(Modificado de Dotto, P. Biochimica et Biophysica Acta 1471, 2000)

3.4.1 p21, PCNA y proteinas de union a PCNA

Como fue sefialado con anterioridad, otro potencial blanco de p21 es PCNA. .
PCNA forma un anillo de interaccion con el ADN, necesario para aumentar la
procesividad de su sintesis. Esto lo logra mediante su capacidad de reclutar
proteinas esenciales para la fase de elongacién del proceso de replicacion del ADN,
como ya fue introducido anteriormente (referirse a la seccién de replicacion)

El sitio de unién a PCNA se conoce como PIP box (PCNA interactingregion) y
p21 posee un sitio que permite una muy fuerte interaccién de p21 y PCNA. Esta
interaccion no interfiere no interfiere con la unién de PCNA al ADN sino que puede
competir con otras proteinas que poseen PIP boxes por la unién a PCNA. Debido a
esta caracteristica intrinseca de p21 por mucho tiempo se asumi6é que p21
bloqueaba la replicacion tanto por su efecto inhibitorio de CDKs como por un
efecto inhibitorio directo de la sintesis de ADN mediante su interaccién con PCNA.
Sin embargo, actualmente existe mucha controversia acerca de si p21 es capaz de
bloquear directamente la replicacion del ADN mediante su interaccion con PCNA.
Estudios in vitro utilizando relaciones elevadas de p21:PCNA (hasta de 100:1) han
demostrado que p21 puede bloquear la sintesis de ADN si y solo si p21 alcanza
niveles muy altos, potencialmente no alcanzables en situaciones fisiologicas(97-
99).Por otro lado, estudios in vivo arrojan resultados contradictorios respecto a si
las relaciones p21:PCNA alcanzadas son suficientes para bloquear la sintesis.
Mientras algunos estudios sugieren que p21 puede bloquear la replicaciéon en
células vivas(100, 101), muchos otros reportan un efecto bajo o nulo en la sintesis
de ADN dependiente de PCNA (102-105).En particular, nuestro grupo reporto que
la expresion de un mutante estable de p21 que alcanza buenos niveles de
expresion solo puede bloquear la progresidon del ciclo celular a través de su
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dominio de uniéon a CDK pero no a través de su unién a PCNA(106, 107). La
consideracion principal que surge de estas observaciones es que la relacion
fisiolégica p21: PCNA que se alcance es critica para la capacidad de p21 de
bloquear la replicacion del ADN. PCNA es una proteina muy abundante,
especialmente durante la fase S, lo que sugiere incluso los mas altos niveles
fisiologos de p21 que puedan alcanzarse serian insuficientes para bloquear de

manera significativa la replicacién.

Por otra parte, dado que PCNA no solo participa activamente en los
procesos de replicaciéon de ADN sino también en procesos de reparaciéon de ADN
como NER. Durante la reparacién por NER, el complejo PCNA/pol § es el encargado
de la etapa de re-sintesis del ADN que reemplaza la region de ADN dafiada y
previamente removida Varios grupos han sugerido que p21 podria interferir en
estos procesos (Figura 3.9 A y B) Al igual que con la replicaciéon del ADN, hay
evidencia in vitro que sugiere que p21 podria tener un efecto inhibitorio en el
proceso de reparacion conocido como reparacion por escision de nucleétidos
(NER)(108-111). Sin embargo la evidencia in vivo de un efecto inhibitorio de p21
sobre NER es aiin menos s6lida que la obtenida para la replicacion (109, 112, 113).
Ademas, nuestros datos indican que altos niveles de sobreexpresion de p21 no
bloquean la sintesis de ADN dependiente de NER(107) por lo que es posible que
los niveles fisioldgicos de p21 tampoco alcancen para bloquear NER.

En conclusion, si bien el dominio de unién a PCNA de p21 puede bloquear la
accion de las polimerasas replicativas in vitro, su accién in vivo puede ser
ineficiente e irrelevante en situaciones fisiolégicas reales por lo que el rol de la

interaccion de p21 con PCNA seria, hasta aqui, desconocido.
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Figura 3.9: Esquemas representativos de las funciones atribuidas a p21 en replicacién normal y
reparacion por NER. A) p21 bloquea la replicacién normal interfiriendo con el cargado de las
polimerasas replicativas. B) p21 interfiere con el proceso de NER por bloqueo en el cargado de la
polimerasa replicativa encargada de sintetizar la seccién de ADN removida para reparar la lesion.
En ambos casos esta evidencia resulta de experimentos in vitro, discrepando con los resultados
obtenidos in vivo donde no se ve que altere ninguno de estos procesos.

3.4.2 Degradacion de p21 en respuesta a ADN danado: la
excepcion a la regla

Es universalmente aceptado que los niveles de p21 aumentan en respuesta
al estrés genotodxicos, incluyendo por ejemplo a agentes como la irradiacién v,
daunorubicina, entre otros(101). Este aumento en la expresién de p21 inhibe la
activacion de las ciclinas dependientes de quinasas (CDKs), lo que genera un
bloqueo en la proliferacion celular. Esto responde a la necesidad de la célula de
generar una ventana temporal en donde se lleve a cabo la reparacion del ADN, para
evitar la propagacién de mutaciones, lo que generaria inestabilidad genémica, y asi
promover la sobrevida celular(114).

Datos sorprendentes, e inicialmente dificiles de comprender, fueron
reportados durante los ultimos afios, por un gran numero de grupos de
investigacién que reportan evidencia de excepciones a la induccién de p21 luego
de la exposicion a agentes genotoxicos tanto a nivel de RNAm como a nivel de

proteina total (96, 106, 115-118). Esto es lo que ocurre en respuesta a la
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irradiacién con luz UV: los niveles de p21 bajan por debajo de los niveles basales y
se tornan indetectables(106, 112, 117, 119-121). p21 no es inducido luego de UV,
sino que, por el contrario, es activamente degradado(122)(Figura 3.10). Esta
observacion es conceptualmente importante no solo porque sugiere una obvia
excepcidn al dogma de p21 como respuesta generalizada al estrés genotoéxico, sino
porque sugiere la existencia de nuevos mecanismos que regulan y son regulados
por p21. De hecho, evidencias recientemente reportadas indican que la fracciéon de
p21 asociada a PCNA es selectivamente degradado después de irradiacién UV,
mientras que otras proteinas que también se unen a PCNA no lo son. Dicho estudio
demuestra que el sitio de unién a PCNA (PIP box) de p21 dirige a p21 a
degradacién gatillada por el complejo E3 ligasa CRL4CPT2, en respuesta a

irradiacion UV(123).
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Figura 3.10: La excepcidn a la regla: degradacion de p21 en respuesta a irradiacién UV. EL DOGMA
representa la concepcion clasica de la induccion de p53 frente a la exposicion a estrés genotéxico
(rayos gamma, daunorubicina) promoviendo el aumento de su principal target trasncripcional, p21,
generando un arresto del ciclo celular. LA EXCEPCION, representa la concepcién mas reciente de la
respuesta celular frente a otros tipos de dafio (UV, MMS, HU) que pueden o no activar a p53, pero
sin acumulacién de p21, sino por el contrario los niveles de p21 disminuyen por debajo de los
niveles basales. Esta degradacién podria ser funcional y es la pregunta que esta tesis intenta
responder. Cudl es la funcién bioldgica de remover a p21 frente a la apariciéon de ADN dafiado.
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Para nosotros era intrigante evaluar porque los niveles basales de p21, los
cudles aparentemente carecen de funcionalidad (teniendo en cuenta que las
polimerasas replicativas funcionan evidentemente bien en presencia de dichos
niveles ya que las células proliferan con normalidad), deberian ser removidos en
manera activa después de irradiacion UV. Hipotetizamos que esto podria sugerirla
existencia de un proceso inducido por la irradiacién UV que es sensible a bajos
niveles de p21. Este presupuesto me llevé a buscar identificar mecanismos
biolégicos que puedan estar favorecidos por la degradacién selectiva de p21, los
cudles podrian estar asociados a la utilizacién de ADN lesionado como molde

replicativo.
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4 Materiales y Métodos

4.1 Cultivo celular

Este trabajo de tesis se realizd6 completamente con células humanas, tanto
lineas celulares originadas de tumores, como lineas obtenidas por transformacién
viral o por introduccién del gen de la telomerasa. En todos los casos, las células
fueron mantenidas en cultivo a 37°C y 5% CO2, siempre a bajo nimero de pasaje y
sometidas a chequeo frecuente para deteccién de micoplasma. Como medio de
cultivo se utiliz6 DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) alta glucosa (Gibco)
suplementado con 10% de suero fetal bovino (Natocor), estreptomicina y

penicilina (Sigma).

Las lineas celulares utilizadas fueron las siguientes:

v' U20S: Es una linea celular originada de un osteosarcoma humano. Fue
obtenida de ATCC (American Type Culture Collection), nimero de catalogo
HTB-96. Es una linea es ampliamente utilizada en los campos de ciclo
celular y reparacion de ADN, incluso a pesar de su contenido cromosémico
aberrante. Esto se debe a que mantiene activos la mayoria de los genes
necesarios para el control del ciclo celular ademas de los mecanismos
encargados de la reparacidén gendémica. Por otro lado, las células presentan
nucleos grandes y bien definidos lo que facilita la obtenciéon de imagénes y
analisis de la localizacion subcelular de proteinas nucleares mediante el uso
de microscopia confocal.

v" HCT116: Esta linea celular deriva de un carcinoma colorectal. Fue obtenida
del laboratorio del Doctor B. Vogelstein (Johns Hopkins University,
Baltimore, USA). Tienen expresion de p53 normal. Presentan una mutacién
en el ex6n 13 del gen Ras. De esta linea se derivaron mediante
recombinacién homdloga lineas nulas (knock out) para diferentes genes,
como es el caso de las HCT p21-/- descriptas a continuacion.

v HCT116 p21-/- : Esta linea celular derivada de la linea parental HCT116

fue generada en el laboratorio del Doctor B. Vogelstein (Johns Hopkins

University, Baltimore, USA) mediante recombinacién homéloga.
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v' HeLa: Esta linea celular deriva de un adenocarcinoma cervical humano de
una mujer de 31 anos de edad (Henrietta Lacks). Son ampliamente usadas

en el campo, por su facil crecimiento, y facil manipulacion.

4.2 Agentes genotoxicos

v" Radiacion ultravioleta

La radiacion ultravioleta se define como la porcion del espectro
electromagnético comprendido entre los rayos X y la luz visible. El espectro UV se
subdivide en Ultravioleta Extremo, hasta 200nm de longitud de onda y Ultravioleta
Cercano, hasta 380 nm aproximadamente. A su vez, La radiacién ultravioleta
cercana se divide en UVA (320-380nm), UVB (280-320nm) y UVC (220-280 nm).
La luz UV es altamente genotoxica siendo la radiaciéon UVC, de mayor energia, la
que posee mas poder mutagénico. El tipo de lesion mas frecuentemente provocada
por la radiaciéon ultravioleta sobre el ADN es la formacién de dimeros entre
pirimidinas adyacentes, las cuales, dependiendo del tipo de enlace covalente que se
forme entre ambas bases, se denominan dimeros de pirimidinas en anillos de ciclo-
butano (CPD, corresponden al 80% de las lesiones) o (6-4) pirimidina-pirimidona
fotoproductos (6-4 PP, corresponden a casi la totalidad de las lesiones restantes),
lesiones que ya fueron descriptas en la introduccién (ver Figura 2.3).

En los experimentos en lo que se indujo dafio al ADN por luz UV, el
protocolo fue realizado segin lo descripto a continuacién. Se tomaron las placas
de cultivo y se removié el medio, luego se realizé un lavado con PBS el cual fue
totalmente extraido y luego se procedi6 a la irradiaciéon en una camara de UV
equipada con tubos de 254nm acoplada a un dosimetro (UVP CL-1000 Ultraviolet
Crosslinker) o utilizando una lampara de XX-15S UV de UVP. Luego se agregé
medio de cultivo fresco suplementado con 10% SFB y las muestras se incubaron
durante distintos tiempos de acuerdo al esquema experimental. Para las
irradiaciones totales, se utilizaron dosis desde 3 a 50 ]J/m2 de acuerdo a los
distintos experimentos planteados (Figura 3.1 A), mientras que para las

irradiaciones focales, se utilizaron filtros de policarbonato con multiples poros de
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5 pm cada uno (Millipore # TMTP01300) utilizandose dosis mucho mayores. Estos
filtros fueron colocados directamente en contacto con las células para luego ser
irradiadas con dosis de 120 J/m2 (Figura 4.1 B),equivalente a mucho menor dosis

ya que el filtro bloquea la mayor cantidad de UV dejando pasar solamente la luz UV

en la zonas donde estan los poros (124).

Figura 4.1: Distintos tipos de irradiacién UV. A) Irradiacidon total, la célula en irradiada en toda su
superficie luego de haberle removido el medio de cultivo y lavado con PBS. B) Irradiacién local
mediante el uso de filtros de policarbonato con poros de 5um distribuidos homogéneamente por
donde pasan los rayos de luz UV como lo muestra el esquema. La célula es entonces irradiada
localmente en zonas definidas y se pueden determinar estas zonas utilizando anticuerpos antidafio.

Para la irradiacion local con filtro, se les remueve el medio a las células y se
lavan con PBS 1X una vez, antes de retirar el PBS se coloca el filtro y se remueve el
excedente de PBS tratando de que el filtro quede pegado exactamente a la
superficie del cubreobjetos donde se encuentran las células. Luego se irradian con
dosis altas de luz UV y se remueve el filtro incorporando medio fresco de cultivo de
manera que el filtro se despegue lo mas suavemente posible evitando que se

despeguen las células del cubreobijeto.
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4.3 Transfeccion

Los reactivos de transfeccién utilizados fueron Lipofectamina 2000
(Invitrogen) y JetPrime (Polyplus Scientific) de acuerdo a las instrucciones de los

fabricantes.

v’ Protocolo transfeccion y co-transfeccion de ADN plasmidico

La mayoria de los experimentos se realizaron en placas de MW de 24 o MW
6. Por pocillo de MW de 24 se plaquean sobre cubreobjetos previamente
esterilizados aproximadamente 50.000 células. A las 24 horas se trasnfectan con la
concentracion necesaria de el o los plasmidos, se cambia el medio a las 4-6 hs por
medio fresco con 10% SFB y se incuban por 24 horas a 37°C al 5% de CO.. Al dia
siguiente se procesan las muestras de acuerdo al disefio experimental requerido.
Para la deteccién de las porteinas transfectadas normalmente se utilizan plasmidos
unidos a una proteina fluorescente GFP, GFP-PCNA o fGFP. Cualquiera de estos
plasmidos se co-transfectan con los plasmidos de interés permitiendo una
detecciébn mas rapida mediante la visualizacion de las células fluorescentes,
teniendo en cuenta que el porcentaje de co-transfeccion (es decir que ingresen los

dos plasmidos a la célula) es del 80% aproximadamente.

4.4 Plasmidos utilizados

En este trabajo de tesis se utilizaron o modificaron los siguientes vectores
de expresion: p21, sp21AC, sp21ACAPIP v p21AC  (CS2-p21, CS2MT-p21(CDK-),
CS2ZMT-p21(CDK-PCNA-) y CS2-p21(CDK-)) que fueron generados previamente en
nuestro laboratorio(106, 107); GFP-Pol n y GFP-pol « fueron gentilmente cedidos
por el Dr. A. Lehmann (125) y GFP-pol 1 y GFP-Rev1 fueron donados por el Dr. R.
Woodgate y el Dr. Friedberg respectivamente. El plasmido codificante para GFP-
PCNA fue provisto por la Dra. Cristina Cardoso (126, 127).
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4.5 Mutagénesis dirigida

Para generar las mutaciones puntuales en los vectores de expresion de p21
sobre los dominios de union a CDK y PCNA, los vectores fueron sometidos a una
mutagénesis dirigida utilizando el kit de quick-site-change de stratagene, segun las
indicaciones de los fabricantes. Los primers utilizados para la mutagénesis dirigida

fueron los siguientes:

e Para la mutacion sobre el sitio de unién a CDK
Sentido:ctgcatccaggaggcccgtgagegaaggaactccgectttgtcaccga
Antisentido: tcggtgacaaaggcggagttccttcgetcacgggectectggatgeag
Esta mutaciéon cambia los aminoacidos W49 a R, F51 a S y D52 a A, aboliendo la

capacidad de este sitio de unirse a CDK.

e Para la mutacion sobre el sitio de union a PCNA
Sentido: cggcggcagaccagcegegacagcetgectaccactccaaacgecggetg
Antisentido: cagccggcgtttggagtggtaggcagetgtegegetggtcetgecgeeg
Esta mutacion cambia los aminoacidos M147 a A, D149 a A y F150 a A. Ambas

mutaciones fueron descriptas previamente (125).

4.6 Andlisis de proteinas

4.6.1 Preparacion de extractos totales e
inmunoprecipitacion en fraccion soluble

Los extractos totales fueron preparados por lisis directa de las células en
buffer Laemmli (60mM Tris-HCL [pH: 6.8], 5% Glicerol, 2% SDS, 100 mM DTT, 0.3
mM Azul de Bromofenol). Luego fueron desnaturalizados a 99°C durante 5 minutos
y se corrieron en geles desnaturalizantes de poliacrilamida (SDS-PAGE) de
diferentes concentraciones de acuerdo al peso molecular de las proteinas
analizadas y luego se realiz6 la transferencia a membranas de nitrocelulosa, las

cuales se utilizaron para el andlisis mediante Western Blot.
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Para determinar si las mutaciones puntuales realizadas a los vectores de
expresion de p21 efectivamente abolian la interacciéon de p21/CDK2 y p21/PCNA
se realizaron inmunoprecipitaciones en la fraccion soluble, donde se encuentran
normalmente los complejos de p21/CDKs (95). Los lisados fueron obtenidos
utilizando los siguientes buffers: HEPES 25mM, 100mM NacCl, 10% glycerol, 2.5mM
NaF, 1mM EDTA, Triton 0.5%, 0.5mM ortovanadato de Na, 1mM DTT 0.1mM PMSF
e inhibidores de proteasas. Estos extractos fueron centrifugados y posteriormente
sometidos a una inmunoprecipitacion con dos anticuerpos anti-p21(C19-Santa
Cruz y AB1-EMD Millipore). La diferencia de estos anticuerpos radica en el sitio de
reconocimiento, el primero reconoce el C-terminal de la proteina de p21, por ende
se une al sitio de unién de PCNA, mientras que el segundo reconoce la zona del N-
terminal de la proteina donde se encuentra el sitio de uniéon a CDKs. Luego se
realizaron los western blots con los anticuerpos detallados a continuacion, para el
revelado se utilizé6 la detecciéon mediante ECL (Amersham GE Healthcare) de

acuerdo a las instrucciones de fabrica.
Anticuerpos primarios utilizados para los western blots:

e Anti-p21 (C-19): anticuerpo monoclonal hecho en conejo (Santa Cruz
Biotechnology)

e Anti-PCNA (PC-10): Anticuerpo monoclonal hecho en ratéon (nro. de
catalogo: sc-56, Santa Cruz Biotechnology).

e Anti-CDK2: Santa Cruz Biotechnology

e Anti-p21 (AB1): anticuerpo monoclonal hecho en ratén (Nro. de catalogo
0P64-100UG, EMD Millipore)

e Anti-Pol n (H-300): Anticuerpo policlonal hecho en conejo (nro. de catalogo:
sc-5592, SantaCruz Biotechnology).

e Anti-Actina: Anticuerpo policlonal hecho en conejo (nro. de catalogo: A
2066, Sigma-Aldrich).

e Anti-Ku70: Anticuerpo monoclonal hecho en conejo (nro. De catdlogo sc-

5309, Santa Cruz Biotecnology)
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Anticuerpos secundarios utilizados:
e Anti IgG de raton conjugado a peroxidasa (nro. de catalogo: A 4416, Sigma-
Aldrich).
e Anti IgG de conejo conjugado a peroxidasa (nro. de catdlogo: A 6154, Sigma-
Aldrich).
e Anti IgG de cabra conjugado a peroxidasa (nro. de catalogo: A 5420, Sigma-

Aldrich)

4.6.2 Inmunoprecipitacion cromatinica

Este protocolo fue desarrollado con la finalidad de inmunoprecipitar
proteinas que interaccionan o que estan en estrecha proximidad dentro del
entorno de un fragmento cromatinico. La légica subyacente a este protocolo
consiste en que previamente a la inmunoprecipitaciéon, se realiza un
entrecruzamiento entre las proteinas y el ADN mediante tratamiento con formol,
seguido de un paso de fragmentacion enérgica del ADN. Luego con un anticuerpo
especifico que precipita la proteina de interés que estara acoplada a un fragmento
de ADN y a las demds proteinas con las que se encontraba interaccionando o que
estaban en estrecha proximidad al momento del entrecruzamiento. Luego se
revierte el entrecruzamiento y, mediante Western Blot, se puede determinar qué
grupo de proteinas (y en qué estequiometria) formaba parte de los complejos

cromatinicos en los experimentos realizados (Figura 4.2).
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Figura 4.2 Esquema del protocolo de inmunoprecipitacién cromatinica. Se observa como el
entrecruzamiento producido por formol 1% (crosslink) mantiene unidas a las proteinas y el ADN.
La sonicacién promueve la ruptura del ADN en pequefios fragmentos. Estos son
inmunoprecipitados con el anticuerpo de interés de manera tal que las proteinas que se encuentren

muy cercanas en la cromatina co-inmunoprecipiten. Luego se revierte el entrecruzamiento y se
analizan las muestras por Western Blot.
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Este protocolo ha sido adaptado a partir del ensayo de Bi et al (128).
Brevemente, células U20S previamente transfectadas son irradiadas con 40 J/m? e
incubadas durante 1-2 horas. Luego, se realiza una extraccién inicial suave con
buffer CSK (250 mM sacarosa, 25 mM KCl, 10 mM HEPES [pH 8.0], 1 mM EGTA, 1
mM MgClz) en hielo durante 12 minutos. Inmediatamente, se realiza el
entrecruzamiento con una soluciéon de formol 1% en PBS durante 10 minutos a
temperatura ambiente. Se interrumpe la reaccién de entrecruzamiento con el
agregado de Glicina durante 5 minutos en hielo. Luego de un lavado con abundante
PBS, se lisan las células con buffer IP (10 mM Tris-HCL [pH 7.5], 25 mM FNa, 20
mM NaCl, 1% NP-40, 1% Deoxicolato de Sodio. 0.1% SDS) suplementado con
inhibidores de proteasas y fosfatasas. Los lisados son sometidos a sonicacién y
posteriormente, clarificados por centrifugaciéon a 13.000rpm a 4°C durante 15
minutos. El sobrenadante se somete a inmunoprecipitaciéon durante toda la noche
con el anticuerpo monoclonal anti PCNA (PC-10 AC, SantaCruz Biotechnology). Al
dia siguiente, se lavan las muestras, se agrega buffer Laemli y se realiza la
reversion del entrecruzamiento durante 30 minutos a 99°C. Luego se corren los
extractos en SDS PAGE y se revelan las proteinas de interés mediante Western

Blot.

4.7 Analisis del ciclo celular

4.7.1 Citometria de flujo

Para realizar el andlisis de los perfiles del ciclo celular por contenido de
ADN en poblaciones celulares, se utilizé el andlisis por citometria de flujo. Esta
técnica permite analizar detalladamente el perfil de ciclo de una poblacion celular
mediante la determinacién de la cantidad relativa de ADN que se tifie con el
colorante intercalante de ADN yoduro de propidio. Este colorante se une
estequiometricamente a la cantidad de ADN presente en cada etapa del ciclo
celular, teniendo una cantidad relativa a 2n en la fase G1 y 4n en la fase G2/M,
mientras que durante la fase S la cantidad de ADN va aumentando de 2n a 4n a
medida que éste se duplica. Es esta caracteristica lo que nos permite diferenciar las

distintas etapas del ciclo celular y evidenciar cualquier alteracién del mismo.
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Las células fueron sometidas a tripsinizacion, recuperadas de las placas de
cultivo y fijadas en tubos falcon de 15 ml sobre vortex mediante agregado gradual
de etanol absoluto a -20°C. Luego las células se centrifugaron, se descarté el etanol
y se resuspendieron en PBS conteniendo RNasa I (50mg/ml) y Yoduro de Propidio
(PI) (25mg/ml, Sigma). En el caso de la detecciéon de células transfectadas el
analisis se hizo a dos colores utilizando la fluorescencia de la etiqueta GFP y sobre
ésta poblacién se midi6 el contenido de ADN, seleccionando las células positivas
para ambas fluorescencias (verdes (GFP)+ rojas (IP)). El contenido de ADN por
célula se determiné mediante un Citometro de flujo FACScalibur de Becton
Dickinson con posterior andlisis mediante el programa Summit software (DAKO
Cytomation) y los perfiles de ciclo celular fueron graficados utilizando el programa

Flow]o (Tree Star Inc.).

4.7.2 Incorporacion de andlogos de bases

Una alternativa a la citometria de flujo para estudiar el perfil de ciclo celular
de una poblacién celular, es la incorporacién de anadlogos de bases, mas conocidos
como andlogos de timina como la bromodeoxiuridina (BrdU-SIGMA) y el ethynyl-
deoxiuridina (EdU-Invitrogen). Ambos analogos se incorporan al ADN cuando este
se replica. Esta técnica, si bien resulta menos informativa que la citometria de flujo,
permite determinar con alta certeza las células que se encuentran dentro y fuera
de la fase S. El uso de microscopia para determinar las células dentro y fuera de la
fase S, permite ademas discriminar entre los diferentes fenotipos que la célula
adopta a medida que transita por la fase replicativa. Para el estudio, las células
fueron incubadas con estos andlogos en una concentracién 10uM, en un rango de 5
a 15 minutos, dependiendo el experimento a realizar, previo al paso de fijacion. En
este caso es importante destacar el paso de desnaturalizacion que permite exponer
los epitopes de los andlogos para su posterior deteccidn por inmuhistoquimica. La
desnaturalizacion se realizdé en HCL 1.5N durante 4 minutos, y luego se prosiguid
con el protocolo de inmunohistoquimica que se detallara en la seccidn siguiente. La
deteccion de BrdU se realizé con un anticuerpo monoclonal anti-BrdU (Amersham
BU-1). En el caso del EdU, la diferencia es que este andlogo, dada las caracteristicas
con las que fue manufacturado, no requiere de un paso de desnaturalizacién

previa, ya que la deteccién se realiza a través de una reacciéon quimica por lo que su
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deteccién es mas sencilla y se evita el paso de desnaturalizacién (Click-iT®EdU

kit#C10338).

4.7.3 Indice de proliferacién por bloqueo de citocinesis

El ensayo CBPI (del inglés Cytokinesis block proliferation index), permite
determinar el tiempo que una célula tarda en dividirse, cuantificando la cantidad
de células que llegaron a dividir su ntcleo frente a las que no. El protocolo es el
siguiente: las células se trasfectan, como ya se detalld en secciones anteriores, y a
las 24hs se replaquean a baja densidad y posteriormente son irradiadas. Luego de
6 horas de haber sido irradiadas se les coloca en el medio una droga, citocalasina B
(Cyto B SIGMA) en una concentraciéon de 6ug/ml. Esta droga bloquea la
polimerizacion de los filamentos de actina por lo que impide que se divida la
membrana plasmatica, pero si permite la division nuclear, es decir bloquea la
citocinesis pero no la cariocinesis. De esta manera lo que se obtiene son celulas
binucleadas dentro de una misma membrana plasmatica, si estas llegaron a dividir
el material nuclear, o de lo contrario celulas mononucleadas si no pudieron dividir
el nucleo. 24 horas mas tarde las células son fijadas con PFA/sacarosa 2% vy
sometidas a la detecciéon por inmunomarcacion de las membranas plasmaticas
mediante el uso de faloidina conjugada a Alexa 547 (Invitrogen) y tincién nuclear
con DAPI. Posteriormente se realiza el analisis mediante microscopia de
fluorescencia y se determina sobre la poblacion transfectada (en este caso se
utiliz6 GFP-PCNA como marcador de transfeccion) la cantidad de celulas
binucleadas. Esta cuantificacion indica que porcentaje de las células transfectadas,
en el tiempo transcurrido del andlisis, pudieron llegar a dividir su material

genético y posteriormente dividir el ntcleo.

4.8 Inmunomarcacion y andlisis de proteinas por
microscopia

Una parte importante de este trabajo de tesis esta basado en experimentos
de localizacién de proteinas dentro del nucleo celular. Si bien algunas de las

proteinas estudiadas poseen fluorescencia propia debido a que se encuentran
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fusionadas a una etiqueta de GFP (fluorescente), la deteccion de proteinas
endogenas se logr6 mediante inmunomarcacion o inmunofluorescencia con

anticuerpos especificos.

4.8.1 Reclutamiento de polimerasas de TLS a zonas de
ADN dariado

El analisis del reclutamiento de polimerasas a estructuras focales (foci)
asociadas a dafno gendmico, se considera un marcador molecular de TLS. Para su
estudio se utilizaron polimerasas de TLS fusionadas a GFP, GFP-Pol 1, GFP-Pol i,
GFP-Pol x y GFP-Rev1 el protocolo utilizado fue descripto previamente por Soria et
al (Soria G, Speroni ], Podhajcer OL, Prives C, & Gottifredi V (2008)). Brevemente,
se plaquean 4,5-5,5 x 104 células en cubreobjetos redondos de 10 mm de didmetro
dentro de pocillos individuales en placas multipocillo de 24. Una vez aqui, las
células son transfectadas, irradiadas o sometidas al tratamiento de interés. Luego,
las células son fijadas con PFA2% sacarosa2% durante 20 minutos a temperatura
ambiente y permeabilizadas con 0.1% Triton X-100 en PBS durante 15 minutos a
4°C. Luego de lavar varias veces con PBS, se tifien los nicleos con Hoescht 33258
(1pg/ml, Sigma) durante 15 minutos a temperatura ambiente y se montan los

cubreobjetos con Mowiol-488(Calbiochem).

4.8.2 Inmunohistoquimica

El protocolo general se repite para el analisis de proteinas fluorescentes, se
plaquean las células en cubreobjetos de 10mm dentro de pocillos individuales en
placas de multipocillos de 24. Una vez adheridas las células pueden ser
transfectadas o sometidas a irradiacién UV o al tratamiento de interés. Las células
son fijadas dentro de los pocillos con PFA/Sacarosa 2% por 15 minutos o con
metanol absoluto por 20 minutos a -20°C seguido de un paso de extraccién rapida
con acetona fria por 30 segundos a temperatura ambiente. Luego de la fijacién, ya
sea por PFA/sacarosa o metanol/acetona, se realiza un paso de permeabilizacién
con 0.1%Triton X-100 en PBS durante 15 minutos y luego se procede al bloqueo
con suero de burro 2.5% a 4°C durante toda la noche. La incubaciéon con el
anticuerpo primario que detecta la proteina de interés se realiza colocando el
cubreobjetos invertido sobre 25 ul de la dilucion del anticuerpo sobre un retazo de
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parafilm. Luego de una hora de incubacidn con el anticuerpo primario se realizan 2
lavados con PBS tween 0.05% de 15 minutos cada uno, este paso se realiza
volviendo a colocar el cubreobjetos dentro del pocillo. La incubacién con los
anticuerpos secundarios conjugados a diferentes fluor6foros se realiza de 1a misma
manera que el anticuerpo primario, sobre un retazo de parafilm. Luego de una
hora de incubacion se procede a lavar nuevamente los vidrios con PBS tween
0.05%. Como ultimo paso se tifie el ntcleo con Hoechst No33258 (SIGMA) durante
15 minutos en PBS tween 0.05%, y se procede al montaje de los vidrios sobre un
portaobjetos, mediante el uso de Mowiol-488(Calbiochem). En el caso de los
anticuerpos que detectan antigenos en cadena simple de ADN (como BrdU y CPD)
previo a la incubacién con anticuerpo primario se realiza un paso de
desnaturalizaciéon de la doble hebra mediante un tratamiento con HCL 1.5N

durante 4 minutos para BrdU y NaOH 0.07M tambien por 4 minutos para CPD.

Los anticuerpos primarios utilizados para las inmunohitoquimicas fueron:
anti-BrdU (Amersham BU-1), anti-p21 AB1(Oncogene Research Products), Anti-
p21 C19( Santa Cruz), Anti-yH2AX (Upstate), Anti-53BP1 (Santa Cruz) y anti-CPD o
dimeros de pirimidinas en anillos de ciclobutano (MBL international corporation).
Los anticuerpos secundarios fueron: anti raton y conejo conjugados a Cy2 y Cy3

(Jackson Inmuno Reasearch) y anti-conejo conjugado a Alexa 488 (Invitrogen).

4.8.3 Cuantificacion de yH2AX

Para medir la intensidad promedio de yH2AX en una muestra, se tomaron
fotografias de distintos campos de manera aleatoria, siendo estos campos positivos
para YH2AX, p21 y DAPI, con un microscopio confocal Zeiss Axioplan. Las imagenes
fueron obtenidas siempre manteniendo el mismo tiempo de exposicién, los
mismos parametros y fueron procesadas de la misma manera dentro de cada
experimento. Esto permite la comparacién entre cada situaciéon experimental, ya
que las intensidades, que es lo que se intenta cuantificar, pueden variar con los
distintos tratamientos, pudiendo perderse esta informacién si se alteran los
parametros de obtencién de imagenes. Luego de la obtencién de imagenes, estas
son procesadas de igual manera utilizando el programa Image J. La determinacion

de intensidad de YH2AX ya sea focal o panuclear, se realiza sobre los nucleos
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positivos para p21, es decir la poblacién transfectada, utilizando la herramienta

“messure tool” del programa Image ], calculdndose el promedio de intensidad.

4.8.4 Estirado e inmunotincion de fibras de ADN

Este protocolo ha sido adaptado a partir del publicado por de Haro et al
(129). Brevemente, se plaquean 1,8 x 105 células U20S en placas de 35 mm. Al dia
siguiente son transfectadas con siRNA o siRNA/Plasmido y luego de 48 horas se
comienza con el procesamiento. Las células en estado de crecimiento exponencial
son marcadas con un pulso de 20 uM de clorodeoxiuridina (CldU) durante 20
minutos. Transcurrido ese tiempo se lavan las células 2 veces con PBS y se irradian
las placas con 20 J/m?2 de UVC o son dejadas sin tratar. Luego se realiza un pulso
con 200 pM de iododeoxiuridina (IdU) durante 20 minutos. Posteriormente las
células son tripsinizadas, lavadas con PBS y resuspendidas a concentracion final de
1250 cel/ pl. Para obtener el ADN las células son lisadas sobre un portaobjetos
limpio y desengrasado con un buffer compuesto por 0.5% SDS, 200mM Tris-HCL
(pH 7.4) and 50mM EDTA durante 5 minutos. Luego se procede con el estiramiento
de las fibras de ADN obtenidas mediante la inclinacién de los portaobjetos a 45° de
manera que la gota de ADN corriera lentamente hacia el extremo opuesto del
vidrio (Figura 4.3). Luego de 10 minutos de secado a temperatura ambiente, las
muestras se fijan en una solucién de Metanol/ Acido acético 3:1 durante 5 minutos
y los portaobjetos se almacenan a 4°C en Etanol 70% hasta el momento de la

inmunotincion.

Con el fin de realizar la inmunomarcacion, las fibras de ADN son
desnaturalizadas en HCL 2,5 N durante 1 hora a temperatura ambiente. Luego se
lavan los portaobjetos con PBS y se realiza un bloqueo en PBS 5% BSA (Bovine
Serum Albumin) por 15 minutos a 37°C. Luego se incuban los portaobjetos de
manera secuencial con los siguientes anticuerpos: anti-BrdU hecho en ratéon (nro.
de catdlogo: 347580, Becton Dickinson), detecta 1dU; anticuerpo secundario anti
IgG de ratén combinado con Cy™ 3 (nro. de catalogo: 715-165-150, Jackson
ImmunoResearch); anti-BrdU hecho en rata (nro. de catdlogo: OBT0030, Accurate
Chemicals), detecta CldU; anticuerpo secundario anti IgG de rata combinado a
Alexa-488 (nro. de catalogo: A 21208, Molecular Probes, Invitrogen). Como medio
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de montaje se utiliza Mowiol 488 (Calbiochem). Luego se obtienen imagenes con
un microscopio confocal Zeiss Axioplan y las fibras de ADN son analizadas con el

software LSM Image Browser.

A)

Figura 4.3: Esquema representativo del
ensayo de fibras de ADN. A) Las células son

x min xmin__ ymin__ marcadas con dos pu}sos con§ecutivos y de
é’_ x igual duracién de analogos diferentes de la
idu du S

timidina. Inmediatamente antes del segundo
pulso, las células son irradiadas o dejadas sin
tratar. B) Luego, las muestras se lavan,
tripsinizan y son lisadas sobre un portaobjetos, el cual es inclinado a 45° aproximadamente para
permitir el estiramiento de las moléculas de ADN.

4.8.5 Microscopia de fluorescencia y confocal

Para la obtencién de imagenes en color y la cuantificaciéon de células
positivas para ciertas proteinas por inmunomarcacién, se utilizé6 un microscopio
de fluorescencia Axio Imager A2 de Zeiss, con una camara acoplada Axiocam MRc5
. El posterior anadlisis de las imagenes se realizé con el programa de distribucion
libre Image J.

Por otro lado para el andlisis de proteinas de mayor dificultad de deteccién
y con una necesidad de definicion mayor, se utilizé microscopia confocal. Para esto
se utilizo el microscopio frontal confocal LSM Axioplan Pascal o Zeiss. Para la
excitacion de los fluoroforos verdes como GFP, Cy2 y FitC, se utilizaron laseres de
argén con pico de emisiéon a 488mm. Para la excitacion de fluoréforos rojos como
Cy3, se utilizaron laseres de helio/ne6n con picos de emisiéon a 543mm. Las
imagenes fueron obtenidas normalmente a una resolucién de 1024 x 1024 pixeles
o mayor con una profundidad de 8 bits. El andlisis general y la edicién de las
imagenes se realiz6 con el programa incorporado a la plataforma de Zeiss, llamado

“LSM Image Browser”.
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4.9 Determinacion de viabilidad e inestabilidad
genomica

4.9.1 Viabilidad celular y ensayo de formacion de colonias

Para evaluar la sobrevida celular, células U20S fueron transfectadas con los
plasmidos de interés y a las 24 horas replaqueadas a baja densidad. Una vez
adheridas las células al cubreobjetos (24hs) las células fueron irradiadas con bajas
dosis de UV y 72hs mas tarde fueron fijadas con PFA/sacarosa 2%. La
cuantificacion se realiz6 con un microscopio de fluorescencia y se determino sobre
la poblacion transfectada (en este caso se utiliz6 fGFP como marcador de
trasnfeccién) la viabilidad de la células de acuerdo a su estructura nuclear.
Determinando como viables aquellas células cuyo nucleo estaba intacto y mantenia
una estructura normal, y no viables a aquellas células cuyo nucleo habia perdido
integridad y estructura, siendo estas caracteristicas de facil deteccion. La
cuantificacion se realizé sobre 300 ntcleos transfectados en tres experimentos
independientes.

Para el ensayo de formacién de colonias células HeLa fueron transfectadas
con los plasmidos de interés y replaqueadas a baja densidad (250 células por
placa) a placas de 60mm en duplicados. Al dia siguiente las células fueron
irradiadas a bajas dosis de UV e incubadas por 8 a 10 dias en incubadora
manteniendo las condiciones fisioldgicas para permitir la formacién de colonias.
Este ensayo es mas informativo que el anterior ya que permite también analizar la
capacidad proliferativa de la célula, ya que aquellas que puedan formar una colonia
visible al final del experimento son aquellas que no perdieron capacidad
proliferativa, mientras que las que no pueden estar arrestadas o no sobrevivir
luego del tratamiento con UV. Una vez pasados los 10 dias se fijan las colonias con
cristal-violeta, un compuesto que tifie las colonias y las fija para su facil
cuantificacion. Se cuantifican las colonias de 50 células o mas en cada condicion

por duplicado.
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4.9.2 Andlisis de formacion de micronticleos (MN)

La base de este analisis es determinar la formacion de MN, una medida de
inestabilidad genémica, frecuentemente asociada a la perdida de fragmentos de
ADN e inclusive de cromosomas enteros, normalmente por fallas en los
mecanismos de reparacion del ADN. El protocolo es el siguiente: las células son
trasfectadas en pocillos de 12, replaqueadas a baja densidad en pocillos de 24
sobre cubreobjetos e irradiadas 24hs mas tarde. 24hs después de la irradiacion se
coloca Cyto B, que como se introdujo anteriormente genera células binucleadas
dentro de una misma membrana plasmatica. El uso de esta droga permite un
analisismas preciso de la formaciéon de micronucleos ya que estos van a estar
rodeados por la membrana plasmatica adyacentes a los nucleos que le dieron
origen. 40 horas después de haber incorporado la Cyto B las células, primero son
tratadas con una solucién hipoténica KCl 0.0075M (SIGMA) para permitir la
expansion de las células, por aproximadamente 1 minuto, luego se fijan con
PFA/sacarosa 2%. En estos experimentos se utilizé tanto GFP-PCNA como fGFP
como marcador de transfeccion, siempre obteniendo los mismos resultados y DAPI
para tefiir los nucleos. Para la detecciéon de MN formados en células en replicaciéon
activa luego de la irradiacién, se incorporé EdU inmediatamente después de la
exposicién a luz UV durante 1 hora, y luego se prosiguié con el mismo protocolo. La
deteccién de EdU se realizé luego de la fijacién siguiendo los pasos detallados por
los fabricantes (Click-iT®EdU kit (C10338 Invitrogen). Se determind la frecuencia
de MN sobre la poblacién transfectada y sobre la poblacién transfectada en

replicacién activa respectivamente, en 3 experimentos independientes.
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5 Resultados

5.1 Estabilizacion de p21 como herramienta de trabajo

La degradacion de p21 luego de irradiacion UV ya fue reportada
anteriormente por nuestro grupo de trabajo y por otros(114)Como discutido en la
seccidn previa este resultado es sorprendente ya que, en general, se espera que los
niveles de p21 aumenten después de un estimulo genotéxico. Ademas los valores
basales de p21 en ausencia de estrés son considerados residuales y sin funcién
identificada, por lo que un “esfuerzo” celular por llevar los niveles de expresién a
un valor menor que el residual era injustificable, al menos considerando las
funciones bioldgicas aceptadas hasta la fecha. Sabiendo que ningin “esfuerzo”
celular carece de sentido y en general se asocia a la activaciéon de funciones
relevantes para el funcionamiento celular, nos parecio relevante establecer el valor
biologico de la regulacion negativa de p21 después de irradiacion UV. Perseguimos
por lo tanto la hipétesis que p21 se degrada para liberar un proceso activado
durante la respuesta celular al UV. Supusimos que la utilizaciéon de un p21 no
degradable serviria para bloquear persistentemente el proceso en cuestién lo que
facilitaria su identificaciéon. Para esto utilizamos las construcciones de p21
fusionadas a la etiqueta de 6 epitopes de Myc en la regién N-terminal de la
proteina. Como se detall6 en la secciéon de materiales y métodos, esta etiqueta
impide su degradacién a través del bloqueo de la ubiquitilacion de p21(113, 130).
Ademas las evidencias discutidas en la introduccién sugerian que el proceso en
cuestion es el de TLS, el cual tiene lugar especificamente en fase replicativa (fase
S). Dado que la estabilizacién constitutiva de p21 generaria un arresto del ciclo
celular en la fase G1 inhibiendo la formacién de los complejos Cyclinas/CDKs
(95)se inhibié dicha capacidad mediante la generacion de mutaciones puntuales
que rompen la interaccion p21/CDK. Dichas mutaciones fueron extensa y
previamente caracterizadas (Gulbis et al) y estan descriptas en detalle en la

seccion de Materiales y Métodos)
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5.1.1 Caracterizacion de las construcciones estables de

p21

En primer lugar se caracterizo el mutante estable de p21 generado, de aqui
en adelante llamado sp214C, A diferencia de p21, el mutante sp214¢ demostré una
alta resistencia a la degradacién inducida por irradiacién UV (Figura 5.1A). Por
otro lado, debido a que p21 localiza en s= stable y AC= sin capacidad de uni6n a
CDKs el nucleo, se evalué si el mutante sp212¢ mantiene la capacidad de
acumularse en el nucleo (Figura 5.1B) observando una localizacién similar al p21
silvestre (p21wt). Ademas se corrobord que no se uniera a CDK2 (Figura 5.1C)
evaluandose en paralelo su efecto sobre el ciclo celular. Se observd que a pesar de
su marcada estabilidad sp21AC no afecta la distribucién de células en las distintas
fases del ciclo celular ni el nimero de células transitando la fase S (Figura 5.2 A, By
C). Como la estabilizacion de p21 (sp21) causa la acumulacion en la fase G1 del
ciclo celular (106) estos datos sugieren que la disrupcion de la interaccion de p21

con CDKs es suficiente para evitar el bloqueo del ciclo celular dependiente de p21.

A p21 sp21°  sp21** B _EV. sp21© sp21e
Dosis
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Figura 5.1: Caracterizacién de los mutantes
estables de p21. : A) Tanto el mutante simple
sp214¢ como el doble mutante sp214CAPIP no
son degradados luego de irradiacién UV.
Células U20S fueron transfectadas con vector
vacio (E.V.), y los diferentes mutantes de p21,
Sp214¢ pp y sp21ACAPIP e jrradiadas con las
dosis indicadas de UV. 6 horas post-
i irradiacién las células fueron lisadas en buffer
50— de carga para luego determinar los niveles de
— L WB-PCNA p21 mediante western blot utilizando

o anticuerpos especificos contra p21 y Actina
p— WB-cDK  como control de carga. B) sp214Cy sp214carip
" se localizan en el nicleo. Células U20S fueron
transfectadas con las construcciones de p21 indicadas y 24hs mas tarde fijadas con PFA. La
deteccidon de las variantes de p21 por inmunoflorescencia, se realizé utilizando anticuerpos
especificos para p21, visualizando nucleos mediante tinciéon con Hoesht. C) La construccién sp214¢
no se une a CDK, mientras que el doble mutante sp214CAPIP no se une ni a CDK ni a PCNA. Células
U20S fueron transfectadas como en A), irradiadas con UV (40 J/m?) y levantadas 6 horas mas tarde
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en un buffer de baja astringencia (el protocolo se encuentra detallado en la seccién de MyM). Los
complejos PCNA/p21 y CDK/p21 se inmunoprecipitaron utilizando anticuerpos para p21 (C-19
Santa Cruz Biotechnology).

También se generd un mutante doble, de ahora en mas llamado sp214CAPIP
que no puede unirse a PCNA a través del PIP box (PCNA Interacting Protein) ni
tampoco a los complejos CDK (s= stable, AC= sin capacidad de unién a CDKs y
APIP= sin capacidad de unirse a PCNA). Esto se logré mediante mutaciones
puntuales en este PIP box que ya fueron descriptas previamente(106, 131) en
adicién a las mutaciones previas en el sitio de unién a CDK. Como era de esperar el
doble mutante generado, sp214CAPIP también fue estable (Figura 5.1A), se localizé
en el ndcleo (Figura 5.1B) y perdi6 la capacidad de unirse a CDK2 y a PCNA
(Figura 5.1C). Ademas la disrupcién de la interaccion entre p21 y PCNA no altera
la progresidn del ciclo celular en ensayos de citometria de flujo (Figura 5.2 A) ni el
porcentaje de células en replicacién activa, medido por la incorporaciéon de un
analogo de timina, BrdU, que se incorpora a medida que la célula duplica su ADN.

(Figura 5.2 By C).
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7‘C B Figura 5.2.: Los mutantes estables de p21 no
E.V. sp21 \ sp21 alteran la progresion del ciclo celular en ausencia

de estrés replicativo. A) Las construcciones
sp214Cy sp21ACAPIP pg alteran la distribucion de
células entre las distintas fases del ciclo celular

L
-

- (FACS). Células U20S fueron co-transfectadas
con vector vacio (E\V.) y las distintas
construcciones de p21 junto con un marcador de
transfeccion, en este caso f-GFP (ver la seccion de
Materiales y Métodos para detalles sobre los

procedimientos experimentales). 24 horas mas
tarde se procesaron y se analizaron las muestras
por citometria de flujo, y los perfiles de ciclo de
la poblaciéon transfectada. La poblacion
transfectada (células positivas para f-GFP) se
selecciond utilizando el programa Cell Quest Pro de BD. Las construcciones sp214Cy sp214CAPIP pg

GFP

Merge Brdu PCNA
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alteran la progresion de la fase S. Resultados similares fueron obtenidos utilizando GFP-PCNA como
marcador de transfeccion. B) Celulas U20S fueron trasnfectadas como en A) pero en este caso se
utilizé a GFP-PCNA como marcador de transfeccién. 24hs mas tarde se realiz6é una incorporaciéon
con BrdU de 15 minutos previo a la fijaciéon con Metanol-Acetona (ver seccién de Materiales y
Métodos). La proporcién de células positivas para BrdU sobre la poblaciéon transfectada se
cuantificé en 200 nucleos para 3 experimentos independientes. Resultados similares se obtuvieron
utilizando f-GFP como marcador de transfeccion C) Imagenes representativas del experimento
realizado en B).

Estos resultados indican que la estabilizacion de p21 y las
mutaciones incorporadas en esta construccion, no alteran la
distribuciéon normal de p21 y mds importante atin no alteran
la progresiéon del ciclo celular ni la transicién por fase S en
ausencia de estrés.

5.2 La estabilizacion de p21 luego de irradiacion UV
induce un aumento en marcadores de estrés
replicativos

Muchos de los agentes genotoxicos que aumentan los niveles de p21 como
la irradiaciéon gamma también inducen una salida del ciclo celular, promoviendo el
bloqueo de células en fases no replicativas (G1 o G2/M). Por el otro lado la
irradiacion UV causa la reduccidon en los niveles de p21 (asociados a un incremento
en su proteolisis (106, 132) y no altera fuertemente el ciclo celular (Figura 5.2A)
por lo que razonamos que la degradacién de p21 podria estar relacionada con la
necesidad de mantenimiento de procesos de replicacion activa después de la
irradiacion UV. Para evaluar este presupuesto decidimos monitorear como
primera medida el efecto de la estabilizacion de p21 sobre la acumulacién de
marcadores de estrés replicativo en respuesta a la irradiacién UV. Los marcadores
seleccionados para este andlisis son ampliamente aceptados como marcadores de
la induccién de estrés replicativo (133). El primero es la fosforilacion de la histona
H2AX (YH2AX) que tiene lugar en zonas del ADN cercanas a lesiones (75, 134) y el
segundo es la organizacion de la proteina 53BP1 en agregados (focos) nucleares

asociados a cortes de la doble hélice (87).
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5.2.1 La estabilizacion de p21 incrementa la fosforilacion
de H2AX

La fosforilacién de la histona H2AX (yH2AX) fue asociada directamente con
estrés replicativo, ya que aumenta con el colapso de horquillas replicativas o
modificaciones estructurales en la cromatina y también cuando las horquillas
colapsadas desencadena la aparicidn de cortes en la doble cadena (CDC), (81, 133);
La fosforilacion de H2AX puede monitorearse por técnicas de Western blot y por
inmunofluorescia siendo este ultimo andlisis mas rico porque permite evaluar si el
incremento de YyHZAX es focal (indicador de corte en la doble cadena) o pan
nuclear (indicando estrés replicativo global) (81). Por esto, para el andlisis
decidimos medir la intensidad de este marcador a través de inmunofluorescencia
con un anticuerpo especifico contra la forma modificada de H2AX, yHZAX, sobre la
poblacion de células transfectadas (en seccidon de Materiales y Métodos se reporta
un protocolo detallado de los procedimientos de obtencién de imagenes y
posterior andlisis de intensidad). Los resultados evidenciaron que la expresion del
mutante sp214€ pero no el sp214CAPIP, generd un gran aumento en la intensidad
relativa de YHZ2AX luego de irradiacion UV (Figura 5.3 Ay B- nétese un aumento en

la intensidad panuclear de yH2AX en los paneles de sp2140),

A Horas después de UV
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ACAPIP
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57



RESULTADOS

wE.V. .sp21~‘c. gp214cerP Figura 5.3: La interaccion persistente de p21
160 con PCNA luego de irradiacién UV genera
aumento en la fosforilacién de la histona

H2AX (YH2AX). A) Células U20S fueron
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anticuerpos especificos para p21 y yH2AX
respectivamente (ver seccién Materiales y
Métodos). B) Cuantificacion del experimento

Horas despues de UV realizado en A). Ver seccién de Materiales
yMétodos donde se explica en detalle el protocolo de cuantificacion de la intensidad de yH2AX. Las
significancias estadisticas entre cada mutante en cada condicién experimental se realizé6 mediante
una prueba estadistica de Kruskal-Wallis,especifica para valores sin distribucién normal . Se
grafican los siguientes valores: ***: p<0.001; **: p<0.01, *: p<0.05, sin asterisco = NS -no
significativo, p>0.05
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5.2.2 La estabilizacion de p21 induce la formacion de focos
de 53BP1

El aumento en la fosforilaciéon de H2AX (yH2AX), especificamente asociado a
una interaccion persistente entre p21 y PCNA luego de irradiaciéon UV, era un claro
indicio de que la degradaciéon de p21 podia prevenir excesivo estrés replicativo
asociado a la acumulacion de dafio al ADN. En consecuencia quisimos evaluar si el
estrés replicativo que resulta de la persistencia de complejos p21/PCNA después
de la irradiaciéon UV, podia causar la acumulaciéon de cortes enla doble cadena
(CDC), lo que no podia ser evaluado con claridad monitoreando YH2AX ya que
como mencione antes la acumulacion pan nuclearde YH2AX puede enmascarar la
organizacion focal de este marcador en zonas de cortes en la doble cadena. Por
esto decidimos monitorear el reclutamiento focal de 53BP1, una proteina cuya
organizacion focal se asocia directamente con la aparicion de CDC(87).
Observamos que el mutante sp212¢, pero no sp214CAPIP. geperd un evidente
incremento en la acumulacion de células con mas de 10 focos para 53BP1 (Figura
54 A, B y (). Estos resultados indican que la estabilizacién de p21, mas
precisamente la unién persistente de p21 y PCNA luego de irradiaciéon UV, induce

la acumulacion de CDC.
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Figura 5.4: La eficiente degradacion de p21 o la pérdida de interaccién entre p21 y PCNA evita la
formacion de dafio a doble cadena en el ADN. A) Células U20S fueron transfectadas con vector vacio
(E.V.) y las distintas construcciones de p21, 24 hs mas tarde fueron irradiadas con luz UV (5 J/m3), y
fijadas con PFA a los tiempos indicados. Luego las muestras fueron sometidas a una doble
inmunotincién para detectar las poblaciones transfectadas y sobre éstas el reclutamiento a focos de
la proteina 53BP1, utilizando anticuerpos especificos para p21 y 53BP1 respectivamente (ver
seccion MyM para un protocolo detallado). B) Se calculé el porcentaje de células con 10 o mas focos
de 53BP1 analizando 200 células tranfectadas para cada condicién, en tres experimentos
independientes. Las significancias de las diferencias entre cada uno de los mutantes en las distintas
condiciones experimentales: ***: p<0.001; **: p<0.01, *: p<0.05, sin asterisco = NS -no significativo,
p>0.05.C) Imagenes magnificadas del panel de 53BP1 correspondientes a las células indicadas por
una flecha en la de la figura 4A)

En conjunto estos resultados nos indican que la persistente
interaccion de p21 y PCNA luego de la exposicion a luz UV
genera la acumulacion de marcadores de estrés replicativo,
evidenciado tanto por la induccion de yH2AX como por la
aparicion de focos de 53BP1
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5.3 La pérdida de interaccion entre p21 y PCNA luego
de irradiacion UV previene la acumulacion de
marcadores de estrés replicativos

Para descartar efectos no especificos relacionados con la sobreexpresion de
p21, realizamos el mismo experimento pero sobreexpresando un mutante de p21
degradable p214¢, que como mencione en la seccién de Materiales y Métodos, no
altera la progresion del ciclo celular ya que tiene mutado el sitio de unién a CDK.
Notablemente la expresidon de este mutante degradable, p214C¢ (Figura 5.5 B) no
gener6é cambios en la organizacién focal de 53BP1 en comparaciéon con las
muestras control (Figura 5.5A), demostrando que los fenotipos observados son
consecuencia de la estabilizacion de p21 y no de su sobreexpresion.

También analizamos el reclutamiento a focos de 53BP1 en células HCT116
p21+/+y p21-/-. Esta linea celular como se introdujo en la secciéon de Materiales y
Métodos, es una linea celular isogénica de la cual se gener6 una linea knock out
(nula) para p21 mediante recombinacion homédloga. Cuando comparamos en
ambas lineas el reclutamiento a focos de 53BP1 luego de irradiacién UV (10j/m2),

no observamos diferencias en el reclutamiento de esta proteina (Figura 5.5C).
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4 y 24 horas post-irradiacién se lisaron las células en buffer de carga para luego determinar los
niveles de p21, PCNA y PCNA-ub y Ku70 como control de carga. C) Células HCT p21+/+ y p21-/-
fueron irradiadas con 10j/m?y analizadas para la formacién de focos de 53BP1. Se muestra en la
figura la cantidad de celulas positivas para la formacién de focos de 53BP1 4hs después de UV. 200
nucleos fueron contabilizados en 2 experimentos independientes. Las significancias de las
diferencias entre cada uno de los mutantes en las distintas condiciones experimentales: ***:
p<0.001; **: p<0.01, *: p<0.05, sin asterisco = NS -no significativo, p>0.05.

Estos resultados indican de manera contundente que la
eficiente degradacion de p21 evita la acumulacién de
marcadores de estrés replicativo luego de irradiacién UV

5.4 La estabilizacion de p21 luego de irradiacion UV
induce muerte celular.

Analizando todos los resultados hasta aqui discutidos, la degradacion de
p21 inducida por luz UV promueve la liberacién de PCNA de complejos asociados a
p21 reduciendo el estrés replicativo. Fue particularmente intrigante observar un
fuerte incremento en la intensidad panuclear de YH2AX en células que expresan
sp214C€ (Figura 5.3 A). Este fenotipo fue previamente asociado a células que estan
entrando en apoptosis mientras se encuentran transitando la fase S (apoptosis en
fase S)(133). Por este motivo quisimos evaluar la viabilidad celular en estas

condiciones.

5.4.1 La interaccion persistente de p21 y PCNA después de
irradiacion UV causa un aumento de la fraccion SubG1 en un
perfil de ciclo celular.

Dado que existia evidencia previa de perdida de viabilidad en células que
expresan el estable de p21, sp214¢(107), quisimos confirmar si dicha observacion
era valida en las condiciones experimentales usadas en este trabajo. Ademas
incorporamos al ensayo el mutante doble de p21, sp214CAPIP, Para esto utilizamos
la técnica de citometria de flujo que nos permite evaluar la distribucién de la
poblacién celular en las distintas fases del ciclo celular mediante la cuantificacién
del contenido de ADN. Se considera que las células con un contenido de ADN
inferior al diploide (hipodiploide) corresponden a células que estan degradando su
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ADN y que son, por lo tanto, no viables y, posiblemente apoptoticas. Aprovechando
el sistema de ventanas (gates) seleccionamos aquellas células transfectadas con un
marcador de transfeccion fusionado a GFP, en este caso f-GFP, por lo que el analisis
se focaliza en células con expresion de p21 aumentada por la transfeccion de cada
uno de los mutantes estudiados. Como reportado previamente por nuestro grupo,
observamos un aumento de la muerte celular en las células que expresan sp214C
(Figura 5.6), en comparacion con el control, pero al evaluar el efecto del mutante
que pierde el sitio de unién a PCNA, sp214CAPIP, yimos que si bien se detectaba un
aumento en la muerte celular, ésta no era tan pronunciada como la observada en

presencia de sp214C€ (Figura 5.6).
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Figura 5.6: La interaccién sostenida entre p21 y PCNA luego de irradiaciéon UV induce muerte
celular. Células U20S fueron co-transfectadas con las construcciones de p21 indicadas y E.V., y GFP-
PCNA como marcador de transfeccion. 48hs después de la transfeccion las células fueron irradiadas
0 no con las dosis de UV indicadas y fijadas segun el protocolo para citometria 24 hs mas
tarde.Previo al andlisis por citometria de flujo se tifio el ADN con yoduro de propidio y se
obtuvieron los perfiles celulares de las muestras. Se determiné la fracciéon Sub G1 (no viable) como
aquella que tenia menor contenido de ADN que la fase G1 (2n).

5.4.2 La interaccion persistente entre p21 y PCNA
desencadena un aumento en la muerte celular luego de
irradiacion UV

Para asegurarnos de que efectivamente la estabilizacion de p21, mas
precisamente la interaccion sostenida de p21 con PCNA luego de irradiacién UV,

causaba la pérdida de viabilidad se realizaron dos experimentos complementarios

62



RESULTADOS

que evaluan parametros asociados a muerte celular o pérdida de viabilidad.
Ademas, el resultado obtenido en el analisis de citometria de flujo para sp21ACAPIP
propicio la busqueda de otros abordajes experimentales que permitieran
determinar si existe un definitivo incremento en la letalidad de células irradiadas
con luz UV en donde se fuerza una persistente interaccion entre p21 y PCNA.

Se realizé una cuantificacion de viabilidad en células transfectadas
monitoreando la integridad nuclear siguiendo protocolos previamente descriptos
que asocian la disgregacién nuclear mostrada en la Figura 5.7A, panel inferior con
células destinadas a la muerte celular; mientras que los nucleos con estructuras
intactas se asocian a viabilidad celular (Figura5.7A panel superior)(135). Este
analisis se realizé a tiempos similares a los utilizados en los experimentos de
citometria de flujo (72 horas) observandose un resultado cualitativamente
diferente ya que el mutante sp214C pero no el mutante sp214CAPIP  causa un
incremento en la muerte celular de acuerdo a este ensayo (Figura 5.7B). Debido a
que la fragmentaciéon nuclear se asocia mas intimamente a la apoptosis que la
acumulacion de células con contenido de ADN subG1(135) concluimos que la
persistente interaccion entre p21 y PCNA causa un incremento en la letalidad
celular que es cuantitativamente mayor y, posiblemente, mecanisticamente
diferente a la que puede causar el mutante sp2 1ACAPIP,

Un esquema experimental complementario es el de analizar no solo la
viabilidad sino también la capacidad proliferativa, realizando un ensayo de
colonias. La gran desventaja de este ensayo es que se hace imposible focalizarnos
en las células transfectadas, situacion desventajosa en nuestro esquema
experimental donde la eficiencia de transfeccion es aproximadamente del 40%. Sin
embargo, este ensayo puede ser muy informativo ya que, al cuantificar las colonias
que se forman después de 10 dias se evalua si las células que superaron el estrés
replicativo mantuvieron su potencial proliferativo. También en este ensayo se
observé que el mutante estable sp214C pero no el sp214CAPIP disminuyo su

potencial proliferativo (Figura 4.7 C).
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p<0.001; **: p<0.01, *: p<0.05, sin asterisco = NS -no significativo, p>0.05.
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Por lo tanto, la interaccion persistente de p21 con PCNA
luego de la exposicion a irradiacion UV, promueve la
acumulacion de dafio al ADN y desencadena pérdida de
viabilidad.
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5.5 La falta de degradacion de p21 Iluego de
irradiacion UV induce aumento en la inestabilidad
genomica asociada a fase S

Hasta aqui nuestros resultados indican que la degradacion de p21 luego de
irradiacion UV previene el estrés replicativo, probablemente evitando la
acumulacion de ADN danado y la pérdida de viabilidad. Otro parametro afectado
por el estrés replicativo es el incremento en marcadores de inestabilidad genémica
(70).Por lo tanto decidimos evaluar el efecto de la persistente interacciéon entre

p21 y PCNA sobre la inestabilidad genémica asociada a la irradiaciéon UV.

5.5.1 La interaccion persistente entre PCNA y p21 induce

inestabilidad genémica luego de irradiacion UV
Para abordar el estudio de inestabilidad genémica después de UV, se

seleccioné un ensayo de sencilla interpretaciéon y relativamente rapida ejecuciéon
como es el de formacién de micronucleos (MN). Dicho marcador de inestabilidad
genomica fue previamente asociado a incrementos de estrés replicativo (5, 135).
En la seccion de Materiales y Métodos se describe en detalle el método de
cuantificacion de MN. Brevemente, estas estructuras perinucleares resultan de la
formacién de CDC que liberan fragmentos grandes de ADN que son rodeados por
membrana nuclear (135). Los fragmentos de ADN que forman parte de un
micronucleo son variables y pueden extenderse inclusive a partes mayoritarias de
cromosomas o de cromosomas enteros. Este ensayo puede abordarse de dos
maneras distintas. La primera consiste en el monitoreo de MN en una poblacién
asincronica, donde la inestabilidad gendémica puede ser desencadenada durante
cualquier fase del ciclo celular. La segunda restringe el andlisis a células que
replican el ADN y que comienzan el proceso de division celular. De hecho, el
protocolo consiste en atrapar células en divisién durante la Ultima etapa de la
mitosis, la citocinesis, mediante la utilizacion de citocalasina B. Utilizando dicho
protocolo combinado, el andlisis se lleva a cabo sobre a células binulceadas, las
cuales completaron la kariocinesis pero no pueden realizar la citocinesis por causa

del tratamiento con citocalasina B. De esta manera, realizando un agregado de
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citocalasina B después de UV, se restringe al andlisis a células que duplicaron el
ADN después de la irradiacion UV.

Observamos un gran aumento en la formaciéon de MN luego de irradiacion
UV solo en aquellas células que expresaban el mutante estable sp21AC, Evaluamos
la frecuencia de MN, es decir la cantidad de MN observados sobre el total de células
binucleadas analizadas, y solo el mutante estable sp212C que mantiene su
interaccion con PCNA genero un aumento en la inestabilidad genémica (Figura
5.8A y B). Incluimos también el mutante degradable p214¢, que mantiene la
capacidad de unirse a PCNA pero se degrada después de UV, y observamos que no
afectaba negativamente la formacion de MN asociados a inestabilidad gendémica
(Figura 5.8B).
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Figura 5.8: La sostenida interaccion de p21 con PCNAluego de irradiaciéon UV aumenta la
inestabilidad gendémica. Células U20S fueron transfectadas con GFP-PCNA o f-GFP junto con las
construcciones de p21 indicadas. Las células fueron replaqueadas sobre cubre objetos a baja
densidad, irradiadas y 24hs mas tarde se les coloco citocalasina B por 40hs. Luego de la fijacion se
cuantificaron las células transfectadas con o sin MN. A) Imégenes representativas de una célula
transfectada, binucleada (panel superior) y una célula transfectada binucleada con multiples MN
(panel inferior). B) Se calculdé la frecuencia de MN: nimero de MN sobre el total de células
binucleadas contabilizadas. Se cuantificaron 300 celulas binucleadas en 3 experimentos
independientes. Las significancias de las diferencias entre cada uno de los mutantes en las distintas
condiciones experimentales: ***: p<0.001; **: p<0.01, *: p<0.05, sin asterisco = NS -no significativo,
p>0.05.

Por tanto, la persistente interaccion de p21 con PCNA genera
un aumento en la inestabilidad genémica que resulta de la
irradiacion UV.
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5.5.2 La estabilizacion de p21 induce inestabilidad
genOmica asociada a fase S luego de irradiacion UV

Si bien la aproximacién utilizada en el experimento descripto en la seccién
anterior permite asociar los MN a errores replicativos es imposible descartar la
posibilidad que al menos una fraccién de los mismos se hayan formado en fases del
ciclo celular previas a la correspondiente a la replicaciéon de ADN lesionado.
Quisimos entonces acotar nuestro andlisis a células que se encuentran replicando
su material genético, ya que los marcadores de estrés estudiados (YH2AX y 53BP1)
indicaban una fuerte asociacién entre errores durante la replicacién de ADN
lesionado y la inestabilidad gendémica. Esto sugeria que los MN observados podrian
generarse en células que habian replicado su ADN luego de haber sido expuestas a
irradiacion UV.

Para abordar este interrogante, modificamos el procedimiento
experimental utilizado para cuantificar MNs. Combinamos el experimento
previamente descripto con una marcacion de la fase replicativa mediada por la
incorporaciéon de EdU (5-Ethynyl-2’-deoxyuridine). El EdU, como se introdujo en
profundidad en la seccién de Materiales y Métodos, es un analogo de timina que se
incorpora al ADN a medida que éste se duplica, y puede ser detectado facilmente
mediante el uso de anticuerpos especificos. Este analogo se incorporo al ensayo
inmediatamente luego de exponer a las células a la luz UV por una hora, con el
objetivo de detectar todas las células que inician o transcurren la fase S luego de
haberse producido el dafio.

Observamos afectivamente que la mayor frecuencia de MN provenia de
células que sintetizaban activamente su ADN al momento de ser expuestas al dafio
(Figura 5.9A y B). Mas aun, aquellas que expresaban el mutante estable de p21,
sp21AC, fueron las tUnicas que evidenciaron mayor induccién de inestabilidad
gendmica asociada a fase S luego de irradiaciéon UV (Figura 5.9B). Por otro lado,
observamos que el mutante doble de p21, sp21ACAPIP tyvo efectos similares al
control (E.V) sobre la inestabilidad gendémica, indicando que el aumento en la
inestabilidad gendmica observada es consecuencia de la interacciéon persistente

entre p21 y PCNA luego de irradiaciéon UV.
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Figura 5.9: La estabilizaciéon de p21 induce inestabilidad genémica asociada a fase S luego de
irradiacion UV. Células U20S fueron transfectadas con GFP-PCNA junto con las construcciones de
p21 indicadas. Las células fueron replaqueadas sobre cubre objetos a baja densidad, irradiadas,
marcadas con EdU durante una hora y 24hs mas tarde se les coloco citocalasina B por 40hs. Luego
de la fijacion se cuantificaron las células transfectadas con o sin MN. A) Se cuantificaron las células
transfectadas negativas para EdU sobre 300 células binucleadas en dos experimentos
independientes. Se calcul6 la frecuencia. B) Se cuantificaron las células transfectadas positivas para
EdU sobre 300 células binucleadas en dos experimentos independientes. Se calcul6 la frecuencia.
Las significancias de lasdiferencias entre cada uno de los mutantes en las distintas condiciones
experimentales: ***: p<0.001; **: p<0.01, *: p<0.05, sin asterisco = NS -no significativo, p>0.05.

Por lo tanto las células en replicacion activa, son altamente
sensibles a la interaccidn persistente entre p21 y PCNA luego
de irradiacién UV, evidenciado por la mayor induccion de
MN asociados a la fase replicativa.

5.6 La estabilizacion de p21 afecta negativamente el
proceso de TLS

Hasta aqui los resultados indicaban que la estabilizacion de p21 luego de
irradiacion UV podria estar afectando un proceso asociado a la fase replicativa, y
necesario para replicar ADN lesionado. ;Cual podria ser dicho proceso? y ;como
p21 podria actuar bloqueando o reprimiendo su actividad? Antecedentes previos
de nuestro grupo de trabajo demostraron que p21 inhibe la ubiquitinacion de
PCNA y el reclutamiento de una polimerasa especializada de la familia de
polimerasas de TLS, llamada Pol n, a factorias de replicacion luego de irradiaciéon

UV(106, 107). Ambos fenotipos estan asociados directamente con la activaciéon de

68



RESULTADOS

un mecanismo auxiliar de la duplicaciéon del ADN, la sintesis por translesionTLS,
(del inglés Translesion DNA Synthesis). Este proceso es un mecanismo asociado a
la replicacién de ADN (para mas detalle referirse a la seccion de Introduccién), y es
necesario para replicar ADN lesionado. La TLS funciona mediante el uso de
polimerasas especializadas que gracias a sus sitios activos laxos, son capases de
utilizar bases dafiadas como templado replicativo, propiciando la continuidad de
la replicaciéon. Biolégicamente la TLS es necesaria para evitar el colapso de
horquillas activas y sus posibles consecuencias deletéreas, que se desencadenarian
ante la apariciéon de lesiones en el ADN que las polimerasas replicativas son
incapaces de replicar.

Para abordar este interrogante decidimos analizar el comportamiento de
todas las polimerasas de TLS frente a la estabilizaciéon de p21 luego de irradiacion
UV. El hecho de extender el andlisis a todas las polimerasas especializadas y no
solo a Pol 1 nos permite determinar si p21 afecta al proceso de TLS de manera
global, ya que en ausencia de una polimerasa de TLS otras pols de la familia Y
pueden compensar su accidén(136, 137). Por lo que una inhibicion selectiva de Pol
n por parte de p21, tendria consecuencias totalmente distintas, asociadas
probablemente a un aumento en la mutagénesis por la participacién de otras
polimerasas de TLS mas mutagénicas , que si la inhibicién de p21 fuera sobre la
TLS en forma global, en donde esperariamos que todas las polimerasas

especializadas fueran afectadas por igual.

5.6.1 La estabilizacion de p21 impide el reclutamiento
focal de todas las polimerasas de TLS luego de irradiacion UV

Para abordar el analisis sobre el comportamiento de todas las polimerasas
especializadas frente a la estabilizacion de p21, utilizamos 4 polimerasas de la
familia Y, fusionadas a una etiqueta de GFP, lo que nos permitié6 un mejor
procesamiento y anadlisis de los resultados. En primer lugar evaluamos el
comportamiento de GFP-Pol n, GFP-Pol x, GFP-Pol 1 y GFP-Rev1 (Figura 5.10A) en
respuesta al dafio inducido por irradiacién UV y confirmamos que todas se
reorganizaban en factorias de replicaciéon. Luego analizamos el reclutamiento de

estas polimerasas estabilizando a p21 luego de irradiaciéon UV. Observamos que el
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mutante sp214C, inhibia el reclutamiento de todas las polimerasas de TLS (Figura
5.10B,C,D,E), en comparacién al reclutamiento observado cuando se expresaba el
vector vacio (E.V.). Durante el andlisis también observamos que si bien existia una
gran disminucion en el porcentaje de células con focos de GFP-Rev1 después de
irradiacion UV en presencia del mutante estable de p21,sp214¢, una fraccion de
células (21%) mantenia constante el reclutamiento focal de esta polimerasa

(Figura 5.10E).
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Figura 5.10: La estabilizacion de p21 inhibe el reclutamiento de todas las polimerasas de TLS luego
de irradiaciéon UV. A) Imagenes representativas del reclutamiento de las polimerasas de TLS unidas
a una proteina fluorescente (GFP) antes y después de UV (40]/m?2). Para todos los casos se
transfectaron células U20S con las  polimerasas indicadas unidas a GFP junto con el E.V.y sp214¢,
24hs mas tarde fueron irradiadas con (40]/m?) y fijadas a 0-2 y 4hs después de UV. B)Se determiné

el reclutamiento focal de GFP-poln en 200 nucleos transfectados en 3 experimentos
independientes. Se realiz6 el mismo andlisis para GFP-polt (C), GFP-polk (D) y GFP-Rev1 (E). Los
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paneles a la derecha de cada grafico son nucleos representativos (y una fraccion aumentada en los
paneles inferiores) de las células con E.V. y sp214¢, luego de irradiacion UV. En el caso de la
distribucién focal de Revl, hay una fraccién (21%) de células con focos que se mantiene en
presencia de sp214¢, luego de irradiacion UV. Las significancias de las diferencias entre el E.V. y el
sp214Cen las distintas condiciones experimentales: ***: p<0.001; **: p<0.01, *: p<0.05, sin asterisco
= NS -no significativo, p>0.05.

De estos resultados surgieron dos interrogantes: por un lado determinar si
efectivamente el bloqueo observado en el reclutamiento focal de las polimerasas
de TLS luego de irradiacién UV era dependiente del dominio de unién a PCNA, por
lo que incluimos en el andlisis posterior al doble mutante, sp21ACAPIP; y por otro
lado evaluar en detalle el comportamiento de GFP-Rev1 en presencia del mutante
estable de p21,sp214¢€, ya que fue la Uinica polimerasa que mantuvo un porcentaje

constante de células con focos en presencia de p21.

Este experimento no permiti6 demostrar que la
estabilizacion de p21 afecta negativamente el reclutamiento
focal de las polimerasas especializadas en respuesta a luz UV.

5.6.2 p21 a través de su dominio de union a PCNA inhibe el
reclutamiento focal de todas las polimerasas de TLS luego de
irradiacion UV

Para evaluar si la interaccién de p21 y PCNA luego de irradiacién UV era
necesaria para inducir el bloqueo sobre el reclutamiento focal de las polimerasas
de TLS incluimos en el analisis el mutante doble de p21, sp21ACAPIP, Observamos
efectivamente que en presencia de sp214CAPIP donde p21 perdid la capacidad de
unirse a PCNA, el reclutamiento focal de GFP-Pol 1 fue similar al observado en la
situacion control, donde se expresa el vector vacio (E.V.) (Figura 5.11A), y se
diferencié del bloqueo observado en presencia de sp214€, Lo mismo se observé
cuando analizamos la reorganizacién focal de GFP-Pol k, GFP-Pol 1y GFP-Rev1 en
presencia desp214€APIP Jyego de irradiacion UV (Figura 5.11B, C y D). La pérdida de
interaccion entre p21 y PCNA restituyo los valores normales de reorganizacion

focal de estas polimerasas, mientras que la interaccién sostenida de p21 y PCNA,
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sp214€, reprimié la formacién de complejos focales de las polimerasas de TLS en

respuesta a irradiacionUV.
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Figura 5.11: p21 a través de su dominio a PCNA bloquea el reclutamiento a factorias de replicacién
de todas las polimerasas de TLS en respuesta a irradiacion UV. Para todos los casos células Hela
fueron co-transfectadas con las construcciones de p21 indicadas y cada polimerasa unida a GFP. 24
horas mas tarde fueron irradiadas (40]/m?) y fijadas a 0-2 y 4hs después de UV. A)Se determiné el
reclutamiento focal de GFP-poln en 200 nucleos transfectados en 3 experimentos independientes.
Se realizd el mismo analisis para GFP-polt (B), GFP-polk (C) y GFP-Rev1 (D).Las significancias de
lasdiferencias entre cada uno de los mutantes en las distintas condiciones experimentales: ***:
p<0.001; **: p<0.01, *: p<0.05, sin asterisco = NS -no significativo, p>0.05.

Previamente se observo que la expresion sp214¢ genero una disminucion
significativa en el porcentaje de células con focos de GFP-Rev1 luego de irradiaion
UV,(Figura 10E) aunque se mantuvo wuna fracion constante de células con
reclutamiento focal (21%), tanto antes como después del dafo. Teniendo en
cuenta que el dominio necesario para generar el bloqueo en el reclutamiento focal,
es el dominio de union a PCNA, por lo demostrad en la figura anterior (Figura 4.11
A, B, C y D), decidimos analizar utilizando el mutante estable de p21, sp21A¢, si
efectivamente p21 bloqueaba la formaciéon de focos generado por la presencia de

lesiones en el ADN.
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Para abordar este interrogante utilizamos la técnica de irradiacién local
sobre un cultivo celular. Esta técnica se basa en el uso de un filtro de policarbonato
con poros de aproximadamente 5um en su superficie. Esta pequefia pelicula de
policarbonato acttia como un escudo dejando pasar la luz UV solo por las zonas
discretas delimitadas por los poros (138). Como resultado se obtiene una
irradiacion localizada, en donde solo algunas zonas del ntcleo son irradiadas. Estas
zonas pueden ser detectadas mediante el uso de anticuerpos anti-dafio que
reconocen los dimeros de timina (CPD), una de las lesiones que se generan en

respuesta a la luz UV.

Observamos que en las células control (E.V.), lo focos de GFP-Rev1 luego de
irradiacion UV se formaron siempre en la zona irradiada (detectada por el
anticuerpo anti-dafio) sin importar cual fuera la organizacion focal fuera de la zona
del dafio ( resto del nicleo no irradiado), que mantenia una distribucién panuclear
(difusa) en el 80% de los nucleos cuantificados (Figura 5.12A, panel superior) o
focal en el 20% de los nucleos analizados (Figura 5.12A, el panel inferior). De
manera contundente la organizacién focal de GFP-Rev1 fue siempre nula en la zona
de dafio en presencia de sp214C, sin importar cual fuera la distribucion de GFP-
Rev1 fuera de la zona dafiada (Figura 5.12B, panel superior e inferior y C). La
ausencia de focos de GFP-Rev1 en las zonas de dafio confirmaba el bloqueo de p21
sobre la induccién en la organizacion focal de esta polimerasa en respuesta a

irradiacion UV.

GFP-Revl, como se introdujo en detalle en la Introduccién, es una
polimerasa de la familia Y que a diferencia de las demas polimerasas de esta misma
familia, no posee un sitio de uniéon a PCNA (PIP box)(28). GFP-Rev1l posee un
dominio BRCT en la regiéon N-terminal de la proteina (52, 54) que sirve para la
interaccion con PCNA e inclusive con la hebra de ADN(28). Ademas esta
polimerasa puede unirse a otras pols a través de un sitio de agregacion en su C-
terminal que se une a otras polimerasa especializadas. Estas caracteristicas hacen
que la formacién de focos de GFP-Rev1 pueda estar mediada por otros dominios
independientes al PIP Box. De cualquier manera lo que pudimos demostrar es que

p21 a través de su sitio de uniéon a PCNA bloquea el reclutamiento a las zonas de
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dafio de GFP-Revl, lo que concluye con nuestra evaluacion sobre el

comportamiento de todas las polimerasas en respuesta a irradiacién UV.

@

GFP-Rev1 CPD Merge wE.V.msp21*°

*k dede e dkdk

GFP-Rev1/CPD (%)

Reclutamiento local de

Horas después de UV

B GFPRevi cPD Merge
Figura 5.12: p21 a través de su
' g dominio de unién a PCNA inhibe el
reclutamiento focal de Revl a las
zonas de dafio. A) Células U20S
fueron co-transfectadas con E.V. y
GFP-Revl, 24hs mas tarde fueron

irradiadas localmente a través de un
escudo de policarbonato, y las zonas
de dafio fueron detectadas mediante
un anticuerpo anti-dafio. Panel
superior: reclutamiento local a la
zona de dafio de GFP-Revl, con
sp214€ distribucion panuclear en el resto del
nucleo. Panel inferior: Reclutamiento
local de GFP-Rev1 a la zona de dafio, con una distribucion focal en el resto del nicleo. B) Células
U20S fueron co-transfectadas con sp214¢, y GFP-Rev1 y se siguié el mismo protocolo anterior. Panel
superior: distribucidon panuclear de GFP-Rev1, sin reclutamiento local a la zona de dafio. Panel
inferior: distribuciéon focal de GFP-Revl, sin reclutamiento local a la zona de dafio. C) Se
cuantificaron 200 nucleos trnasfectados para cada condicién y se determiné la cantidad de células
en donde GFP-Revl colocalizo con el CPD (dafio) en dos experimentos independientes. Las
significancias de las diferencias entre el E.V. y el sp214Cen las distintas condiciones experimentales:
*#*: p<0.001; **: p<0.01, *: p<0.05, sin asterisco = NS -no significativo, p>0.05.

Podemos concluir que la interaccidn persistente entre p21 y
PCNA luego de irradiacion UV bloquea la reorganizacion
focal de todas las polimerasas de TLS al ADN lesionado.
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5.6.3 La estabilizacion de p21 impide la formaciéon de
complejos de PCNA con las polimerasa de TLS

Hasta aqui p21 a través de su dominio de unién a PCNA, inhibe el
reclutamiento de las polimerasas especializadas a factorias de replicacién luego de
irradiacion UV. Esto sugeria que p21 estaba impidiendo la formacién de los
complejos entre las polimerasas especializadas y PCNA que resultan en los focos
que observamos en el microscopio. Para evaluar esta hipdtesis decidimos
inmunoprecipitar PCNA y mediante anticuerpos especificos analizar la presencia
de las polimerasas especializadas en los complejos de PCNA. Observamos que ante
la exposicién a luz UV la interaccion de GFP-Pol n, GFP-Polk y GFP-Pol  con PCNA
aumento en comparacion con las muestras no irradiadas (Figura 5.13 A, B y C.
Véase columnas correspondientes al E.V.). Esto indicaba que efectivamente la
interaccion de las polimerasas de TLS con PCNA se induce en respuesta a
irradiacion UV. En contraste no observamos la presencia de las polimerasas de
TLS en los complejos de PCNA cuando expresabamos el mutante estable de p21,
sp21AC (Figura 5.13 A, By C, véase columnas correspondientes al sp214€). Estos
resultados correlacionaban de manera directa con el bloqueo en la formacién de

estructuras focales de las polimerasas de TLS en presencia de p21.

Inputs IP: PCNA B Inputs IP:PCNA
EV.  sp21° EV sp21°© EV.  sp21*° EV §p21°°
Mock UV Mock UV Mock UV Mock UV Mock UV_Mock UV Mock UV Mack UV
e [ |Ws-GFP-Poin @ [ = |ws-cep-po
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e haa - E=——esss~

C Inputs IP:PCNA

E.V. sp214¢ EV sp214¢
Mock UV Mock UV  Mock UV Mock UV
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Figura 5.13: La interaccidn persistente de p21 con PCNA luego de irradiacién UV previene la
formacion de complejos de las polimerasas de TLS con PCNA. A) Células U20S fueron transfectadas
con E.V. 0 sp214¢, junto a al plasmido de GFP-Pol . 24 horas después fueron irradiadas con 40]J/m?2,
y 2 horas mas tarde las muestras se sometieron a una inmunoprecipitacion cromatinica (ver
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Materiales y Métodos) utilizando un anticuerpo monoclonal para PCNA. Experimentos similares se
realizaron para GFP-Pol t (B) y GFP-Pol k (C). Las cantidades relativas de cada polimerasa unida a
PCNA (que inmunoprecipito con PCNA) fue calculada por densitometria de cada banda,
normalizando segun los niveles de PCNA. Los resultados informadosse relativizaron a la muestra no
irradiada control (E.V.).

Por lo tanto, la interaccién sostenida entre p21 y PCNA
impide la formacién de complejos entre las polimerasas
especializadas y PCNA luego de irradiacién UV.

La pérdida de interaccién entre las polimerasas de TLS y PCNA en presencia
de p21 afecta negativamente el proceso de TLS, lo que podria explicar la
acumulacion de ADN lesionado evidenciado por la induccién en lo marcadores de
estrés replicativos (YyH2AX y 53BP1). Para evaluar la hipotesis de una TLS
suboptima decidimos utilizar una técnica que nos permitiera evaluar directamente
el comportamiento de horquillas activas en presencia de ADN lesionado. A
continucacion se detalla el ensayo de fibras, técnica que mide la velocidad de

progresion de horquillas individuales.

5.7 Ensayo de fibras de ADN: una herramienta para
medir la progresion de horquillas en replicacion activa

La sintesis de ADN por Translesion es un mecanismo de tolerancia al dafio
gendmico que actda asociado a la fase replicativa. Su funcién consiste en mantener
la procesividad de horquillas en replicacién activa a fin de evitar el colapso de
estas horquillas, que en consecuencia generarian muerte celular. Esta funcion la
lleva a cabo mediante el uso de las polimerasas especializadas de TLS, que se
intercambian por las polimerasas replicativas en el momento que éstas se
encuentran con la lesién. Hasta el momento no existian técnicas que permitieran
evaluar la TLS de manera directa, ya que su funcién se lleva a cabo en la fase
replicativa del ciclo celular y es casi imposible medir pequefios eventos de sintesis
en un mar de sintesis activa. Las medidas indirectas de TLS mayormente

utilizadas, son el reclutamiento a focos de las polimerasas de TLS y la
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ubiquitinaciéon de PCNA, fenotipos que se inducen en presencia de lesiones en el
ADN. Sin embargo actualmente, se han desarrollado técnicas que permiten medir
directamente que ocurre con la replicacion de ADN después de dafio gen6mico.
Uno de los métodos mas utilizados en la bibliografia es el ensayo de fibras de ADN
(60, 139, 140) que permite obtener datos cuantificables sobre la procesividad de

horquillas en replicacion activa, antes y después de generada la lesion.

Este método se basa en medir la longitud de fragmentos de ADN
recientemente sintetizados, en ausencia de lesiones (replicaciéon normal) y luego
de generada la lesion (replicacion sobre ADN lesionado) sobre una misma
molécula de ADN y comparar sus longitudes. Para lograr esto se utilizan dos pulsos
de incorporacién consecutiva de analogos de timina. El primer pulso de cloro-
deoxiuridina (CldU) durante 20 minutos antes de exponer a las células a
irradiacion UV, el segundo pulso de yodo-deoxiuridina (IdU) se realiza
inmediatamente después del dafio con luz UV también por 20 minutos. La
deteccion del CldU y IdU se realiza con anticuerpos primarios especificos (no
poseen reaccién cruzada) y subsiguientemente con anticuerpos secundarios
asociados a diferentes fluoroforos, es posible distinguir, el primer fragmentos del
segundo. Un paso muy importante a tener en cuenta cuando se realiza esta técnica
y que asegura el éxito del ensayo, es la desnaturalizaciéon y subsiguiente
estiramiento de las fibras de ADN previo a la fijacién. Este paso permite que los
focos de replicacion se extiendan asemejando a una fibra (de ahi su nombre en
castellano) lo que asegura que la deteccién sea en forma de linea con dos colores
consecutivos que representan los dos pulsos de los analogos (ver figura 5.14). El
uso de microscopia confocal permite la obtenciéon de imagenes de alta resolucién
en donde se puede medir la razon entre el primer fragmento (antes de la lesién) y

el segundo (después del dafio).
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CldU pulse IdU pulse

+ UV

20 min l 20 min

Figura 5.14: Ensayo de fibras de ADN: medida de

progresion de horquillas en replicacién activa en

CldU pulse IdU pulse moléculas tunicas de ADN. El esquema representa la

detecciéon de la incorporaciéon consecutiva de los

analogos de timina con dos anticuerpos especificos. El panel superior derecho, representa una

situacién no perturbada en donde ambos fragmentos tienen la misma longitud. El panel de la

izquierda es una imagen representativa de como se visualizan las fibras en esa situacion, nétese el

mismo largo para ambos colores (X=Y) por lo que la razén entre CldU y I1dU (CldU:IdU) es 1. El

panel inferior derecho representa una situacién en donde la célula fue expuesta a dafio genotoxico,

por lo que los largos de ambos fragmentos son distintos, siendo el segundo color mas corto

(representa una horquilla mas lenta). La imagen de la izquierda es representativa de esta situacion,
en este caso X>Y por lo que la razén entre CldU:1dU sera > a 1.

La exposiciéon a una determinada cantidad de irradiacién UVC provoca la
acurnulacion de lesiones sobre el templado de ADN que esta siendo replicado, lo
que genera que horquillas activas se encuentren aleatoriamente con una lesidon.
Esta premisa es la base de la técnica ya que lo que se calcula es la razén entre el
primer fragmento (CldU) y el segundo fragmento (IdU). Si la horquilla no se
encontr6 con ninguna lesion en el tiempo que incorporo el analogo, éste fragmento
tendra una X longitud (medida en pum), y el segundo fragmento tendra la misma
longitud (Y), X=Y, siendo la razén CldU:1dU igual a 1. Si la horquilla se encontr6 con
una lesion y disminuyo su velocidad de replicacidn, el primer fragmento seguira
midiendo X pero sera mayor al segundo, X>Y, siendo la razéon CldU:IdU >1.
Usualmente una horquilla que se encuentra con una lesidn tiene una razoén de
CldU:IdU = 2.5, en situaciones donde la horquilla se ve mas afectada se espera una
razon mayor. Midiendo dicha razén en un ndmero estadisticamente significativo
de horquillas se puede determinar si el promedio de las razones se encuentra

alterado en el contexto deseado, en nuestro caso la variable a modular es p21.
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5.8 La interaccion sostenida entre p21 y PCNA retrasa
la velocidad de replicacion sobre ADN lesionado

El ensayo de fibras de ADN nos permitia entonces evaluar la eficiencia de
TLS en presencia de p21 luego de irradiaciéon UV. Ademas existian evidencias que
indican que defectos en TLS retrasan la progresion de horquillas de replicacion

sobre ADN lesionado(60, 139).

En primer lugar corroboramos que las razones entre el primer analogo y el
segundo (CldU:1dU) fueran igual a 1 en la situacidn control, sin estrés genotoxico, y
en condiciones normales, sin sobreexpresar ningun mutante (E.V.)(Figura 5.15A -
UV). Esto es esperable ya que las longitudes de ambos fragmentos
(correspondientes a cada analogo) son iguales, dando como resultado una relacién
igual a 1. En contraste cuando la célula fue expuesta a un estrés genotoxico, en este
caso irradiacion UVC, la razén promedio de CldU:IdU fue mayor a 1
(aproximadamente 2.3)(Figura 5.15A +UV y 15C). Este aumento es consecuencia
de horquillas activas encontrandose con las lesiones, disminuyendo su velocidad,
lo que genera un retraso en la incorporaciéon del segundo analogo. Por ende la
razén CldU:IdU es mayor a 1. Ademas se observd una amplia distribucién en las
razones CldU:IdU, lo que refuerza el concepto de que las lesiones se generan
aleatoriamente en el ADN (Figura 5.15A + UV). Estos resultados indican que frente

a una lesion las horquillas disminuyen su velocidad de replicacién (60, 139, 140).

Una vez analizado el comportamiento de las horquillas frente a irradiacién
UV, incorporamos los mutantes estables de p21. Observamos que la expresiéon de
sp214€, no afecto la distribucion ni el promedio de las razones CldU:IdU antes de
UV(Figura 4.15A - UV), pero si genero una distribucion de razones CldU:IdU
mayores a 2.5, corriendo la distribucidn de razones de CldU:1dU hacia la izquierda
en el grafico de frecuencias(Figura 5.15A + UV). Este resultado indicaba que la
estabilizacion de p21 disminuye la velocidad de replicacion sobre ADN lesionado.
Incluimos en el andlisis el mutante que perdi6 la capacidad de unirse a PCNA,
Sp21ACAPIP 'y no observamos ningun efecto sobre la velocidad de replicaciéon antes
o después de irradiaciéon UV en comparacién con el sp214C, que si disminuye la
progresion de horquillas sobre ADN lesionado (Figura 5.15B y 5.16). Luego

promediamos las razones graficadas en la figura 4.15A y B, de las muestras
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irradiadas, y observamos que el efecto de sp214C, sobre la velocidad de replicaciéon
es estadisticamente significativo y difiere de las muestras control (E.V.) y del

Sp21ACAPIP,
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Figura 5.15: La interaccion sostenida de p21 con PCNA modula negativamente la replicacién sobre
ADN lesionado. A) Grafico de distribucion de frecuencia de las razones CldU:IdU antes y después de
UV. Células U20S fueron transfectadas con las construcciones indicadas y 24hs mas tarde se realiz6
una primera incorporacién con CldU por 20 minutos, se irradiaron con 20J/m2, se incorpor6
inmediatamente después de la irradiacion I1dU por otros 20 minutos y las muestras fueron
procesadas segun el protocolo del ensayo de fibras. B) Frecuencia acumulada de las razones
CldU:1dU. Células U20S fueron tratadas como en A) y se incorpor6 al analisis el doble mutante
sp214cAPlP C) Promedio de las razones de CldU:IdU de las muestras irradiadas. Las significancias de
las diferencias entre cada uno de los mutantes en las distintas condiciones experimentales: ***:
p<0.001; **: p<0.01, *: p<0.05, sin asterisco = NS -no significativo, p>0.0

La disminuciéon en la velocidad observada, podria deberse a horquillas
retrasada transitoriamente o inclusive a horquilla detenidas permanentemente. En
estas condiciones experimentales tal distincién no puede hacerse, pero es

contundente el efecto observado por parte de sp2124C sobre la progresion de

horquillas activas sobre ADN lesionado. (Figura 5.16)
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sp21™™

Figura 5.16: p21 disminuye la velocidad de progresion de horquillas activas sobre ADN lesionado.
Figura representativa de las imagenes adquiridas para la cuantificaciéon de las fibras. Notese el
panel del medio en las fibras irradiadas correspondiente al sp214C, el fragmento de color rojo,
producto de la segunda incorporacién (IdU), es significativamente mas corto en la mayoria de las
fibras de ADN en comparacion con el control (E.V.) y el doble mutante (sp214CAPIP),

Los resultados obtenidos en este ensayo indican que la
interaccion sostenida de p21 con PCNA luego de irradiaciéon
UV, disminuye la velocidad de replicaciébn sobre ADN
dafiado, lo que sugiere una falta de actividad de TLS

5.8.1 La estabilizacion de p21 después de irradiacion UV
retrasa la progresion de la fase S y la tasa de division celular

El retraso observado en la velocidad de replicacion en el andlisis de
progresion de horquillas individuales sobre ADN lesionado en células que
expresan p21 estable, sugeria que este retraso observado podria extenderse a la
velocidad con la que la célula progresa durante la fase S. y consecuentemente

afectar el tiempo en que ésta tarda en dividirse.

Decidimos analizar la progresiéon por la fase replicativa en presencia de los
mutantes estables de p21. Para lograr esto determinamos la cantidad de células en
fase S luego de irradiacion UV utilizando un marcador de fase S, en este caso el
EdU, que fue introducido en resultados previos y en detalle en la seccion de

materiales y métodos. Este andlogo de timina se incorpora al ADN a medida que
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este se replica, y es detectado por anticuerpos especificos. Incorporamos el
analogo al medio de cultivo 24 horas luego de irradiar las células durante 15
minutos, e inmediatamente después fueron fijadas y procesadas. Nuestro disefo
experimental nos permite realizar el andlisis sobre células transfectadas ya que los
plasmidos de p21 se co-transfectan junto a f-GFP, obteniendo una nimero de

células positivas para EdU sobre la poblacidn de células transfectadas.

No observamos diferencias en la cantidad de células positivas para EdU en
la situacidn sin estrés entre ninguno de los mutantes analizados (Figura 5.17A). En
contraste, luego de irradiacion UV la cantidad de células positivas para EdU fue
menor en aquellas células donde se expres6 el mutante estable sp214¢, mientras
que la construccion sp214CAPIP no mantuvo una proporciéon de células positivas
para EdU que el control, (E.V.)(Figura 5.17A y B). Analizamos también el efecto de
la sobreexpresion del mutante degradable. p214€, y no observamos efectos sobre la
progresion de la fase S ni antes ni después de irradiaciéon UV (Figura 5.17A 'y B). En
conjunto estos resultados sugieren que la interaccion sostenida de p21 con PCNA
afecta la velocidad de progresidn por la fase replicativa. Este efecto es dependiente
del dominio de interaccién con PCNA y la eficiente degradacién de p21 previene

los defectos observados en la progresién de la fase S.
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Figura 5.17: La estabilizacién de p21 genera un retraso en la progresién de la dase S luego de
irradiacion UV. A) Células U20S fueron trasnfectadas con las construcciones de p21 indicadas, 24
horas mas tarde fueron irradiadas con 5J/m?2o no, y 24 horas después se fijaron segin el protocolo
de deteccion de EdU. Se cuantificaron 200 nucleos transfectados sobre los cuales se determiné si
eran o no positivos para EdU. B) Células tratadas como en A). Imagenes representativas de la
fluorescencia detectada para EdU para cada mutante después de irradiacion UV. C) Células U20S
transfectadas con un marcador de transfeccion GFP-PCNA y vector vacio E.V. Imdagenes
representativas de una célula mononucleada (panel superior) y una célula binuleada (panel
inferior). Se utiliz6 phalloidina 568 para teflir la membrana celular. D) Celulas U20S fueron
transfectadas con un marcador de transfeccion, GFP-PCNA y las construcciones de p21 indicadas.
24 horas mas tarde fueron replaqueadas a baja densidad e irradiadas un dia despues segun las
dosis indicadas en la imagen. Pasadas las 24hs se incorporé al medio citocalasina B (4.5pg/ml)
durante 40hs, pasado este tiempo se fijaron la células y se realizé una inmunitincién con
phalloidina para detectar la membrana celular. Se cuantificaron 300 células de las cuales se calculé
el porcentaje de células binucleadas presentes en el preparado. Las significancias de las diferencias
entre cada uno de los mutantes en las distintas condiciones experimentales: ***: p<0.001; **:
p<0.01, *: p<0.05, sin asterisco = NS -no significativo, p>0.05.

Utilizando otro disefio experimental, en donde se determina la tasa de
division celular, evaluamos el efecto de estabilizar p21 luego de irradiaciéon UV.
Este ensayo,(CBPI), del inglés Cytokinesis Block Proliferation Index (141),mide
indirectamente la velocidad con la que la célula se divide, sincronizando a las
células en el estadio previo de la divisién de la membrana plasmatica, citocinesis,a
través del agregado de citocalasina B (su método de accion fue introducido en
resultados anteriores y en la seccién de Materiales y Métodos). Como resultado se
obtienen células binucleadas que han logrado dividir el ntcleo quedando
arrestadas en el estadio previo a la citocinesis, mientras que aquellas que no
llegaron a dividir el ntcleo durante el tiempo del ensayo se observan como
mononucleadas (Figura 5.17C). En primer lugar determinamos el nimero de

células binucleadas en la situacion sin estrés y observamos proporciones similares
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de células binucleadas sobre el total de células transfectadas para cualquiera de los
mutantes analizados (Figura 5.17D). Una vez establecido las proporciones de
células binucleadas en la situacién control, analizamos la tasa de divisién celular a
distintas dosis de UV y observamos que la proporcién de células binucleadas
disminuyo de manera significativa en presencia del mutante estable de p21, sp214AcC

en comparacidn con el control E.V. y el doble mutante sp214CAPIP (Figura 5.17D).

Ambos experimentos demostraron que la estabilizacion de
p21 luego de irradiacion UV retrasa la velocidad de
replicaciéon sobre ADN lesionado, afectando la progresion
por la fase S y la tasa de division celular.

5.9 p21 enddégeno modula la velocidad d replicacion
sobre ADN lesionado

Uno de los interrogantes que surgio luego de analizar el comportamiento de
la sobreexpresion y estabilizacion de p21, fue si niveles endégenos de p21 eran
suficientes para modular la eficiencia de TLS en presencia de dafio. Este
interrogante se tornaba dificil de abordar dado que p21 se degrada luego de
irradiaciéon UV. Con la técnica del ensayo de fibras era posible evaluar a tiempos
cortos después de UV (20 minutos) donde todavia hay una fracciéon de p21 que no
fue totalmente degradada, si los niveles endégenos de p21 eran suficientes para
afectar la velocidad de replicacion sobre ADN lesionado. Utilizamos el par de lineas
celulares isogénicas salvajes o nulas para p21 llamadas HCT116 p21+/+y p21-/-y
determinamos en primer lugar los niveles de p21 luego de irradiaciéon UV (Figura
5.18A), y observamos que a 20 minutos todavia hay una cantidad considerable de
p21 en comparacion con el tiempo 0, mientras que en las células nulas para p21 no

se detect6 p21 (Figura 5.18A).
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A p21+/+ p21-/- Figura 5.18: Cinética
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Evaluamos la velocidad de replicacion antes de la induccién de estrés, y no

observamos diferencias en la progresién de las horquillas activas entre ambas
lineas (Figura 5.19A panel superior). En contraste, luego de la exposicion a luz UV
observamos que las células con niveles enddgenos detectables de p21
evidenciaban una velocidad de replicacién menor sobre templado dafiado, (Figura
5.19A panel inferior) en comparacion con las células que no expresan p21. Este
resultado se infiere por el corrimiento de la distribucion de las razones CldU:1dU
hacia valores mas altos en el grafico de frecuencias, resultado de una velocidad
menor del segundo tramo (IdU) (Figura 5.19D). Si analizamos el grafico de
frecuencias acumuladas, la ausencia de p21 propicia una velocidad de replicacién
mas veloz sobre templados dafiados (Figura 5.19B).Este resultado también se
observa si promediamos el total de razones CldU:IdU analizadas, en donde la falta
de p21 arroja un valor significativamente menor que el observado para las células

que expresan niveles endégenos de p21 (Figura 5.19C).
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Figura 5.19: p21 endégeno modula la replicacién sobre ADN lesionado. A) Células HCT116 p21+/+
y p21-/- se realizaron incorporaciones de CldU por 20 minutos y consecutivamente de IdU por
otros 20 minutos mas, en una situacién sin UV y con UV. Luego las células fueron tratadas segun el
protocolo de fibras, se midieron los largos de cada seccién de la fibra y se calcularon las razones
CldU:1dU para cada fibra analizada. Panel superior: distribucién de frecuencias de las razones de
CldU:1dU de las fibras cuantificadas en una situacién control para ambas lineas celulares. Panel
inferior: distribucidn de frecuencias de las razones de CldU:IdU de las fibras cuantificadas luego de
irradiacion UV (30]/m2). B) Células tratadas como en A). Grafico de las frecuencias acumuladas de
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cada razén CldU:IdU. C) Promedio de las razones CldU:IdU luego de irradiacién UV, del
experimento graficado en A) Se cuantificaron 75 fibras individuales para cada variable. La
significancia estadistica de la diferencias en los promedios de las razones CldU:IdU para cada linea
celular se calculé utilizando el test no paramétrico Mann-Whitney (***: p<0.001; **: p<0.01, *:
p<0.05, sin asterisco = NS -no significativo). D) Imagenes confocales representativas de las fibras
analizadas en ambas lineas celulares en una situaciéon control (panel superior) y después de
inducido el dafio (panel inferior).

5.9.1 p21 enddgeno afecta la cinética de reclutamiento de
las polimerasas de TLS

Siguiendo la misma linea de pensamiento evaluamos si efectivamente el
efecto observado sobre la replicacion de ADN lesionado era consecuencia de un
efecto de p21 sobre las polimerasas de TLS. Para esto analizamos el reclutamiento
focal de las polimerasas de TLS antes y después de la exposicion al dafio genémico.
Observamos que antes de generada la lesién y aun a tiempos cortos después de
inducir el dafio por irradiaciéon UV, las células HCT116 p21-/- presentaban mayor
cantidad de células con reclutamiento focal de GFP-Pol 1, GFP-Pol k y GFP-Pol
(Figura 5.20 A, B y C) en comparacion con las HCT116 p21+/+. A tiempos mas
largos, 6hs después de irradiacion UV, el reclutamiento focal de las polimerasas de
TLS fue similar en ambas lineas celulares, lo que concuerda con una eficiente
degradacién de p21 permitiendo que las polimerasas especializadas interaccionen
con PCNA (Figura 5.20 A, B y C). En el caso de la polimerasa Revl, no se
observaron diferencias en la cinética de reclutamiento focal entre ambas lineas
antes o después de irradiaciéon UV (Figura 5.20D), lo que era esperable de acuerdo
con lo observado los experimentos de estabilizacion de p21 que indican que GFP-
Revl puede unirse a PCNA aun en presencia de p21 a través de su BRCT o de su

dominio de unién a otras polimerasas.
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Estos resultados indican que la ausencia de p21 altera la cinética de
reclutamiento focal de las polimerasas de TLS, en comparacion con las células que
expresan p21 endégeno. Otra observacidn interesante es el aumento de células con
reclutamiento focal de las polimerasas especializadas en situaciones control en
ausencia de p21, lo que podria afectar la integridad genémica de la célula ya que
estas polimerasas son altamente mutagénicas sobre templados no lesionado. La
diferencia observada en la velocidad de reclutamiento focal se pierde a tiempos
mas largos luego de irradiacion UV lo que correlaciona con una eficiente
degradacién de p21. En conjunto estos resultados podrian indicar que p21
endégeno modula la cinética de reclutamiento de las polimerasas de TLS,
retrasando la formacién de los complejos de las polimerasas de TLS y PCNA a
tiempos cortos después de irradiacion UV lo que podria generar retrasos

transitorios en la replicacién de ADN lesionado. Este retraso en la progresion de
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horquillas activas se pierde a medida que p21 se degrada y no tiene consecuencias

sobre la progresion de la fase S (Figura 5.20E).

En conjunto p21 en una situacion sin estrés, es necesario
para prevenir el cargado innecesario de las polimerasas
especializadas a templados no dafiados y mantener la
integridad gendémica. Mientras que en respuesta al dafio
inducido por luz UV, p21 debe ser eficientemente
degradado para permitir el eficaz y eficiente
funcionamiento de la sintesis por translesiéon, promoviendo
la replicacion sobre ADN lesionado, manteniendo la
integridad genomica y la viabilidad celular.
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6 Discusion

La mayoria de los laboratorios que estudian la respuesta celular a estrés
genotoxico esperan una regulacion positiva de p21 cuando el ADN es dafado por
cualquier agente externo. Esto se debe a que p21 es un excelente blanco del factor
transcripcional p53 y a que se necesitan altos niveles de p21 para promover su
bien caracterizada funcion de bloqueo del ciclo celular. En este trabajo de tesis se
demostré que los bajos niveles enddgenos de p21, lejos de ser residuales y
carentes de funcidn, tienen un rol en el control de la replicacién de ADN lesionado
en etapas tempranas luego de la exposicion a luz UV. La degradacidn de los niveles
basales de p21 es necesaria para la correcta replicacion de ADN durante respuesta
celular a UV siendo necesaria su degradacion para prevenir defectos en la
progresion de la fase S como también para evitar excesiva muerte celular e
incrementos de la inestabilidad gendémica. De hecho, la estabilizacion forzada de
p21 luego de irradiacion UV, bloquea la interaccion de las polimerasas
especializadas de TLS con PCNA previniendo la formacién de complejos necesarios
para la accién de la TLS. En este escenario, las alteraciones causadas en la
replicaciéon de ADN lesionado correlacionan con defectos persistentes en la
progresion de la fase S, con la acumulacion de marcadores de estrés replicativo

(YH2AX y 53BP1) y con la perdida de estabilidad gen6mica.

6.1 p21 debe ser removido de PCNA en horquillas en
replicacion activas que encuentra ADN molde danado
por irradiacion UV,

Como se detall6 en la seccion de introduccion, por mucho tiempo se validé y
se acept6 como dogma central del estrés celular, el aumento en los niveles de p21
dependientes de p53 en respuesta a agentes estresores como la irradiacion
gamma. Este aumento de p21 mantiene la viabilidad celular a través de la
promocion del arresto del ciclo celular(142), permitiendo la remocion del dafio y
evitando que la célula entre en fase replicativa en presencia de las lesiones

generadas por los agentes estresores. El escenario cambia completamente cuando
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la célula es expuesta a irradiacion UV. En este caso, aun con una eficiente
acumulacion de p53, p21 no aumenta sus niveles de expresién sino por el
contrario, se observa una disminucién en los niveles de p21 que disminuyen por
debajo del nivel endégeno. Esto ocurre en manera independiente al aumento de
p53 y principalmente en células con una alta tasa de proliferacién (114). La
acelerada degradacion de p21 por debajo de los niveles basales nos sugirio la
existencia de funciones de p21 todavia no descriptas en la respuesta celular a

irradiaciéon UV (114).

Nuestros resultados indicaron que la relevancia biolégica de la degradacion
de p21 estd asociada a la promocion de la replicacion de ADN dafiado;
especificamente promoviendo la interaccion entre PCNA y las polimerasas
especializadas como consecuencia de la degradacion de p21. Esto se corrobord al
observar alteraciones persistentes en la progresion de la fase S cuando p21 no
puede ser eficientemente degradado. También registramos un aumento de
marcadores de estrés replicativo asociados a la expresidn estable de p21: una
marcada induccion de fosforilacion de la histona H2AX en todo el nicleo, que como
se detall6 en la introduccion, sugiere que los defectos en la activacion de TLS
causados por la expresién estable de p21 causan un desacople de horquillas
activas alterando la dindmica de la replicacién, la morfologia de la cromatina y
finalmente, posiblemente causando la aparicién de cortes en la doble cadena (CDC)
de ADN como consecuencia de una tension extrema de horquillas de replicacion
frenadas por ADN lesionado. Sosteniendo los datos obtenidos mediante el
monitoreo de la fosforilacion de H2AX, también observamos la apariciéon de focos
de 53BP1, una proteina considerada como marcador especifico de CDCs. Teniendo
en cuenta que la irradiaciéon UV no genera por si sola cantidades detectables de
CDC, la acumulacién de 53BP1 indicaria que el bloqueo de TLS por parte de p21
causaria un bloqueo sostenida de horquillas en lesiones, las cuales eventualmente
colapsan, aumentando el nimero de CDCs. En concordancia con el aumento de CDC
en el ADN, observamos también la aparicién de microntcleos (MN), un indicador
de inestabilidad gendmica asociado a la perdida de informacién genética,
posiblemente consecuencia de regiones dafadas del ADN que no fueron

eficientemente replicadas por falta de TLS. Esta hipétesis se refuerza con la
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evidencia de la formacion MN asociados a las células transitando la fase S y

expresando el estable de p21 luego de irradiaciéon UV

Otra interesante observacién que se desprende de nuestros resultados es
que los niveles enddgenos de p21 reprimen o al menos bloquean los eventos
iniciales de TLS luego de irradiacién UV. Esta evidencia surge de la disminucién
observada en la progresion de horquillas activas sobre ADN lesionado en células
donde p21 todavia es detectable, (fraccion sin degradar) en comparaciéon con su
contraparte, células sin la expresion de p21, que progresan de manera mas rapida
sobre ADN lesionado. Otra linea de evidencia surge del aumento de la fraccién de
células con focos de polimerasas de TLS en ausencia de p21, aun en situaciones sin
estrés, si se compara con la cinética de reclutamiento de las polimerasas de TLS
observada para las células p21+/+, donde se ve una clara induccién en respuesta a
UV. Estas observaciones podrian atribuirle una funciéon a p21 en las etapas
iniciales de TLS, donde los niveles de p21 son todavia detectables. Como la mayoria
de las células humanas expresan niveles endoégenos detectables de p21,
proponemos que la demora transiente en eventos de TLS causada por el tiempo
que requiere la degradacién de p21 asociada a PCNA deberia ser en realidad
beneficiosa para la célula. En otras palabras, la activacion de TLS podria
beneficiarse de un “chequeo” previo a cargo de p21 que podria servir para limitar
los eventos de TLS a los estrictamente necesarios o promover TLS poco
mutagénica. Esto podria estar sugerido por experimentos realizando utilizando un
modelo de replicacion de ADN plasmidico donde una lesion artificialmente
introducida en una hebras es enfrentada a un gap. Dicho plasmido es transfectado
en células humanas y se espera que solo un evento de TLS seguido de una ligacién
pueda darle capacidad transformante a dicho plasmido. Utilizando este modelo , el
grupo de Livneh y colaboradores demostré que los niveles endogenos de p21
disminuyen la eficiencia pero aumentan la precisiéon de los eventos de TLS (143).
Este grupo demostré que la expresion de p21 causa una disminucién en los
eventos de TLS si se comparan con el nimero de eventos que se detectan en
células que no expresan p21. Sin embargo, los eventos de TLS en presencia de p21
son mucho mas precisos que lo observado en ausencia de p21 Esto sugiere que
retardar un evento de TLS puede hacerlo menos mutagénico. Especulamos
entonces que p21 puede promover la eleccién de la polimerasa menos mutagénica
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para cada lesion; por un lado retrasando el evento de TLS y permitiendo la mejor
llegada de todas las polimerasas especializadas que pueden realizar la funcion y
por el otro promoviendo la competencia activa por dicha lesién. Es importante
destacar que en nuestro modelo los niveles endégenos de p21 retrasan la
replicacién y la organizacidn focal de p21 y que en el modelo plasmidico del grupo
de Livneh es p21 enddgeno quien reduce la mutagénesis de la TLS. Juntos estos
datos indican que los eventos de TLS precedidos por la degradacién de p21 pueden

ser menos mutagénicos que los que no encuentran dicha barrera inicial.

6.1.1 Precision de la TLS: balance entre degradacion de
p21 y acceso de las polimerasas especializadas a PCNA.

De acuerdo con nuestros resultados y lo observado por el grupo de Livneh,
proponemos un modelo en donde existe un balance entre dos procesos opuestos:
la degradacién de p21 acoplada a PCNA en respuesta a irradiaciéon UV, y el
impedimento del cargado de las polimerasas de TLS a PCNA por parte de p21.
Creemos que un fino balance entre estos dos procesos es lo que favorece una TLS
mas precisa. Si tomamos en cuenta que evolutivamente se selecciondé una
polimerasa especializada en particular para sintetizar sobre los CDPs (Pol 1),
quiere decir que la seleccion de una polimerasa frente a otra es esperada. Sin
embargo, no existen evidencias experimentales que indiquen como dicho proceso
de seleccion se lleva a cabo. Nuestros datos obtenidos con p21 podrian sugerir un
mecanismo molecular de seleccién. La degradacién de p21 podria generar una
ventana temporal que permite el reclutamiento de todas las polimerasas TLS antes
que una polimerasa se seleccione y lleve a cabo 1aTLS. Esto podria explicar por qué
la degradacién gradual de p21 en respuesta a UV, promueve la llegada de todas las
posibles polimerasas y la seleccion de la adecuada para dicho evento de TLS. Esta
linea de pensamiento concuerda con los resultados obtenidos por el grupo de
Livneh, que muestran que la deplecion de p21 aumenta los eventos de TLS
mutagénicos. Esto sugiere que en ausencia de p21, la polimerasa de TLS que
efectivamente sintetizan ADN en oposicion a la lesién no es la polimerasa
evolutivamente preparada para lidiar con este tipo de dafio, sino la primera que

pudo cargarse sobre PCNA. (Figura 6.1)
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Figura 6.1: Modelos de cooperacion entre la degradacion de p21 en respuesta a irradiacién UV y el
acceso de las polimerasas de TLS a PCNA. A) En este modelo los niveles endégenos de p21 esta
unido a PCNA sin interferir con la replicaciéon normal. La horquilla de replicacién se encuentra con
una lesidon (CPD) y p21 se degrada, generando una ventana temporal para la elecciéon de la mejor
polimerasa para sintetizar sobre el CPD. La degradaciéon de p21 deja accesible el sitio de unién a
PCNA para las polimerasas de especializadas, y Pol n es cargada a PCNA para realizar la TLS. En
consecuencia la sintesis a través de la lesion es precisa (incorpora dos adeninas en oposicion a la
lesion) y la horquilla continua con la replicaciéon normal. B) En este caso p21 no estd asociado a
PCNA, no existe la posibilidad de seleccionar la mejor polimerass TLS sino que el evento de TLS es
realizado por la primer polimerasa que llega al sitio de pausa replicativa (pudiendo ser pol 1 pero
también pudiendo ser otra polimerasa mas mutagénica, como representado en este caso por pol 1).
En este caso la excesiva accesibilidad de las polimerasas especializadas a PCNA impide una correcta
selecciéon de la menos mutagénica, e incorporando innecesarias bases errdneas frente a la lesién. En
ambos casos (A y B) la continuidad replicativa estd garantizada. Las consecuencias de un bloqueo
global de TLS causado por la expresion estable de p21 se discutié en el texto.

PCNA
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Segun nuestros datos p21 estaria regulando la actividad de las polimerasas
especializadas a través del sitio de uniéon a PCNA (PIP box) de p21. Existe otro
nivel de regulacion de TLS por parte de p21 no contemplado en esta tesis y que es
necesario mencionar. Nuestro laboratorio demostré que p21 también modula la
ubiquitinaciéon de PCNA (106, 143) por lo que p21 controla simultdneamente dos
variables centrales para TLS. Sin embargo, dado que la ubiquitinacién de PCNA es
regulada por la interaccién p21/CDKs (106), en nuestro contexto experimental la
ubiquitinacion de PCNA no se encuentra afectada, ya que las construcciones de
p21 que utilizamos tienen mutado el sitio de uniéon a CDK, p214€¢, sp214C y
Sp214CAPIP - respectivamente (Ver Figura 4.1 C). Aunque se requieren de mas
evidencias experimentales para dilucidar la contribucién que el control de la
ubiquitinaciéon de PCNA por p21 tiene sobre la activaciéon de procesos de TLS, este
trabajo demuestra de manera contundente el control que ejerce p21 sobre la
interaccion de las polimerasas de TLS con PCNA, de manera independiente a la
ubiquitinaciéon de PCNA. Ademas, nuestros datos indican que p21 puede inhibir el
cargado de polimerasas TLS aun cuando la ubiquitinacién de PCNA es eficiente
(Figura 5.5 B). Dado el efecto sensibilizante que esta inhibicion global de TLS tiene
sobre la sobrevida celular es posible proponer que la inhibicién global de TLS
mediada por p21 o por drogas aun no descubiertas podria representar una

alternativa terapéutica de interés.

6.2 Competicion y cooperacion: un balance clave en
horquillas detenidas frente a una lesion

p21 se degrada después de irradiacién UV en manera dosis dependiente
(106, 112, 114, 117), evidencia que es consistente con la probabilidad de que la
degradacién de p21 ocurra en horquillas que se van encontrando con las lesiones,
siendo mas la cantidad de lesiones mientras mas alta se la dosis de irradiaciéon UV,
aumentando la protedlisis de p21. En este trabajo demostramos que la interaccién
sostenida entre p21 y PCNA luego de irradiacion UV, impide la progresion de
horquillas replicativas sobre ADN lesionado y el reclutamiento de polimerasas

especializadas a focos replicativos. Es logico preguntarse como funciona dicho
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bloqueo, ya que p21 no afecta a las polimerasas replicativas que también poseen
PIP box y bien podrian competir con p21 por los sitios de unién a PCNA. Existen
numerosas evidencias que indican que la interaccion de p21 con PCNA es la mas
fuerte observada hasta el momento (144). El hecho de que las polimerasas
replicativas no se vean afectadas por la presencia de p21, puede ser consecuencia
de la estructura multi-subunidad de las polimerasas replicativas (145). Esta
caracteristica les confiere mayor capacidad de unién con PCNA sin tener que
competir por un solo sitio de unién. Por otro lado recientemente se describié una
region de p21 mas extensa que el conocido PIP box, responsable de la interacciéon
con PCNA, el PIR (del ingles PCNA interacting region- including PIP box and NLS)
que incluye el PIP box y la sefial de localizacion nuclear (del inglés
NLS)(146).Numerosas lineas de evidencia indican que el PIR de p21, es capaz de
desplazar a las polimerasas de TLS de forma especifica y eficiente de su interaccion
con PCNA. En primer lugar este trabajo de tesis demuestra que sp214€, previene la
interaccion especificamente de las polimerasas especializadas con PCNA, Pol 1, Polt
y Polk, sin alterar la interaccién de las polimerasas replicativas involucradas en la
replicacién normal (97). Segundo, en condiciones de sobreexpresion de las
polimerasas de TLS (GFP-Pols), niveles enddgenos de p21 son capaces de impedir
el reclutamiento de esas polimerasas a factorias de replicacién, evidencia también
aportada en este trabajo de tesis. Tercero, en un trabajo reciente se demostr6 que
la sustitucion del PIR de Pol k, por el PIR de p21, aumenta la afinidad de
interaccion de la quimera Pol k-PIRp21 por PCNA (5). Cuarto, también en trabajos
recientes se demostr6 que la expresion de PIDD (del inglés p53 induced protein
with death domain), una proteina capaz de romper la interaccién entre p21 y
PCNA a tiempos cortos luego de irradiacion UV, induce un aumento en la
ubiquitinacién de PCNA, y un aumento en la fracciéon de Pol n unida a PCNA (147).
En conjunto estas evidencias refuerzan la premisa de un balance entre
competencia y cooperacion, entre los factores que disparan la degradacion de p21
(por ende su remociéon de PCNA) y la activaciéon de TLS. Podria decirse entonces
que el paso crucial para una correcta TLS reside en una remocién a tiempo de p21

de horquillas detenidas frente a ADN lesionado.
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6.2.1. PCNA y REV1: su contribucion e importancia a la
funcion de la TLS.

Hasta el momento siempre se introdujo a PCNA como “la proteina”
encargada de orquestar los procesos relacionados con la replicacion de ADN
lesionado, pero ain queda mucho por entender sobre la cooperaciéon de PCNA con
otras proteinas sobre las horquillas de replicacion detenidas frente a una lesion. El
grupo de Sale, en el afo 2008 introdujo un modelo en donde Revl seria otro
posible encargado de orquestar la activacion de la TLS en horquillas detenidas
frente a la lesion. De hecho, en ese manuscrito se provee evidencia que indica una
separacion espacial entre la accion de Rev1 y la ubiquitinacién de PCNA. Mientras
que la ubiquitinacién de PCNA seria necesaria para los eventos de TLS post-
replicativos retrasados ("gap filling” o llenado de brechas ), Rev1 seria la encargada
de la TLS dependiente de intercambio de polimerasas, acoplada a las horquillas de
replicaciéon activa(60). Interesantemente, la actividad catalitica de Rev1 no seria
necesaria en este modelo por lo que su capacidad de interaccionar (y

probablemente, reclutar) otras polimerasas seria central para su accién en TLS.

Al mismo tiempo otros grupos de investigacién demostraron que la accion
de Revl podria no estar limitada a eventos de intercambio de polimerasas sino
también participar en eventos post-replcativos de “gap” filling. Analizaron la
contribucién de Revl y sus dominios a la replicacion de ADN lesionado,
demostrando que el BRCT seria necesario para el intercambio de polimerasas en
las horquillas de replicaciéon detenidas, mientras que el C-terminal de la proteina
podria cumplir una funcién orquestando la interaccién de las polimerasas de TLS
con PCNA en un modelo post replicativo (139). En todos los casos, Revl deberia
completar su accion en TLS en asociaciéon con una polimerasa extensora debido a
su incapacidad de introducir mas de una base. A su vez se demostré que Revl
interacciona con la subunidad accesoria de Pol {, Rev7, mediando la interaccién
Rev1-Pol . Esta interaccion sugiere que Revl y Pol { pueden actuar en conjunto
para realizar TLS sobre cualquier templado dafiado, demostrandose en ese trabajo
que efectivamente ambas polimerasas trabajan juntas para realizar la sintesis a
través de la lesion. Es importante destacar que dicha sintesis deberia ser siempre
mutagénica ya que amabas polimerasas son poco fieles (148). Por todo lo

mencionada es dificil predecir si la accion de Revl como iniciadora de TLS es
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necesaria en todo contexto o solo cuando hay un defecto en la activacién de TLS

dependiente de polimerasas mas fieles.

Considerando la existencia de eventos de TLS acoplados a la horquilla y
post-replicativos y ademas la posibilidad que “actores” diferentes desencadenen
ambos procesos resulta importante analizar el posible efecto de p21 sobre ambos
procesos. El andlisis directo de p21 sobre la replicacion fue logrado utilizando el
ensayo de fibras que, por su naturaleza, se asocia directamente a intercambios de
polimerasas. Sin embargo, es imposible descantar que en los 20 minutos del
ensayo se formaron pequefios gaps que fueron resueltos antes de la
desnaturalizacién del ADN. La formacién y resolucion del gap podria disminuir la
fibra de ADN en manera dependiente de gap filling y no exclusivamente de un
evento acoplado a la horquilla. Por todo esto, si bien podemos concluir que p21
afecta la eficiencia de eventos de TLS no podemos asociarlos a eventos exclusivos
de gap filling o de intercambio de polimerasas acoplado a la horquilla, por lo p21

podria afectar a ambos mecanismos por igual.

Por otro lado, es posible pensar que, si bien p21 es un inhibidor global de
TLS, esta inhibicidn podria ser ineficiente en el bloqueo de al menos parte de los
eventos de TLS dependientes de Revl. Nuestros datos arrojaron evidencia de un
bloqueo especifico del reclutamiento de Rev1 a zonas de ADN dafiado por parte de
p21, sin alterar una fraccién de Rev1 constante antes y después de irradiacién UV.
Esta fraccion de focos constante de Rev1 podria estar asociada a PCNA a través de
su BRCT, dominio que no puede ser competido por el PIP box de p21. Razonamos
entonces que si bien p21 puede ser considerado un inhibidor global de
polimerasas de TLS, algunos eventos de TLS podrian ain tener lugar cuando p21
no es degrado. Dichos eventos dependerian de la fraccion de Revl reclutada al
ADN durante la replicacién no perturbada. Ademas, dado que Revl no es una
polimerasa sino una C-transferasa, el completamiento del evento de TLS podria
depender de Pol {, por lo que el nimero de eventos de TLS no seria solo reducido o

subdptimo, sino también mutagénicos.

Por todo esto, mas investigaciéon es necesaria no solo para dirimir la
relacion directa entre la degradacion de p21 y la sobrevida celular sino también

para revelar el efecto que un desbalance en la eleccidn de polimerasas TLS causado
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por la estabilizacion de p21 puede tener sobre la estabilidad genémica de la célula

irradiada.

6.3 Regulacion de TLS: p21 cumple con los requisitos
para ser considerado un regulador negativo de TLS

Durante muchos afos la regulaciéon del proceso de sintesis de ADN por
translesion fue un area de poco desarrollo, hasta que se identifico la relacién entre
la acumulacién de lesiones en el ADN y la activacidn de E3 ligasas que propiciaban
TLS mediada por ubiquitinacion de PCNA. Dicha modificacién post-transcipcional
de PCNA se asocia a la aparicion de lesiones en el ADN que generen horquillas
atascadas. La ubiquitina promueve el reclutamiento de polimerasas especializadas
a PCNA ya que estas ultimas poseen dominios UBM o UBZ (sitio de unién a
residuos de ubiquitina)(28). Es por esto que hasta el momento el Gnico regulador
negativo aceptado en el campo para el proceso de TLS es el complejo encargado de
la deubiquitinacion de PCNA, el complejo USP1/UAF1 (149). Este complejo es
necesario para deubiquitinar a PCNA durante la replicaciéon no perturbada. USP1
es rdpidamente degradado, después de la irradiaciéon UV, presumiblemente para
evitar la de-ubiquitinaciéon de PCNA en lesiones encontradas en el ADN. De manera
intrigante nuestros resultados resaltan similitudes entre p21 y USP1/UAF1,
reforzando la funcién de p21 como regulador negativo de TLS. En primer lugar,
tanto USP1 como p21 regulan la ubiquitinacion de PCNA y la reorganizacién focal
de las polimerasas especializadas. USP1 actia removiendo el residuo de ubiquitina
de PCNA, afectando negativamente la reorganizaciéon focal de Pol n (150). En
cambio p21 regula la accion de TLS en al menos dos niveles, controlando no solo la
ubiquitinacion de PCNA sino también la organizacion focal de las polimerasas
especializadas a través de sus sitios de interaccién con CDKs (106) y PCNA
respectivamente (descripto en este trabajo). Estos resultados sugieren que p21 y
USP1 podrian cooperar en la regulacion de los eventos de TLS para coordinar la
mejor TLS posible. En segundo lugar, tanto p21 como USP1 son regulados de
manera similar en respuesta a irradiacién UV y al tratamiento con HU (hidroxiurea,
droga que atasca horquillas activas por deplecion de reservas de dNTPs). Mientras
que la irradiacién UV promueve la rapida degradacion tanto de USP1 como de p21,
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los niveles de ambas proteinas no se modifican luego del tratamiento con HU (96,
151). Esta regulacién diferencial podria estar relacionada a diferentes estrategias
celulares en respuesta a la irradiaciéon UV y al uso de HU, muy posiblemente
asociado al efecto diferencial de HU, que solo altera la velocidad de replicacién por
depletar a la célula de DNTPs, sin generar lesiones al ADN (152).De cualquier
manera, el tratamiento con HU desencadena estrategias distintas a la degradacién
proteica tanto para p21 como para USP1: por un lado, impide la interaccién de
USP1 con su dominio activador, UAF1,(150, 151), y la interaccién p21/PCNA (96),
ambas interacciones son especificamente prevenidas en respuesta a HU y podrian
desencadenar procesos necesarios para la reasuncién de la replicacién del ADN. En
tercer lugar, la degradacion proteica de USP1 y p21 no se limita a la fase
replicativa. Recientemente se demostré que el complejo APC/CCDh1 (del inglés,
anaphase-promoting complex/cyclosome(Cdh1)), desencadena la degradacién de
USP1 en G1 luego de irradiacion UV (153). Funcionalmente la degradacion de USP1
en G1 podria servir al pre-ensamblado de los complejos de polimerasas
especializadas, favoreciendo su accién una vez que comience la fase replicativa
(153). Sorprendentemente p21 también es degradado en G1 en respuesta a
irradiacion UV, inclusive en células arrestadas, observandose complejos de
polimerasas en forma de focos en esta estadio (106). Aunque la funcién de los
agregados de polimerasas especializadas en G1, es todavia desconocida (154), es
indiscutible que la activa degradacién de USP1 y p21 favorece la formacion de

estos complejos (153, 154).

En conjunto, las evidencias presentadas demuestran que al igual que USP1
p21 es un regulador negativo de TLS, que debe ser removido luego de irradiacion
UV para promover la sintesis de ADN lesionado. La necesidad de remover a p21 de
horquillas detenidas esta intimamente asociado a la fuerte interaccién que p21
tiene por PCNA y a su capacidad de impedir el cargado de polimerasas TLS al ADN
lesionado por luz UV. La correcta respuesta celular a luz UV depende entonces de
la degradacion y remocion de p21 de horquillas de replicacién activas. Defectos en
la temporalidad de remocién de p21 de horquillas atascadas causa incrementos en
la muerte celular y desencadena inestabilidad genémica (Figura 6.2). Estos datos
en conjunto, provén un significado bioldgico a la inesperada regulacién negativa de

p21 observada después de irradiacion UV.

100



DISCUSION

A Sin p21 B Con p21y degradacién C Con p21 sin degradacién
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Inestabilidad ® \ . " Muerte celular
genomica 4 \® ...

0 PCNA Pol eta 1 Pol iota
Figura 6.2: p21 y sus consecuencias biologicas sobre la
" p21

replicacion de ADN lesionado. A)Linea celular nula
para pZ21. Una horquilla activa se encuentra con una
lesiéon (un dimero de timidina), la falta de p21 sobre
PCNA genera un reclutamiento aleatorio y prematuro
de las polimerasas especializadas reclutdndose la que estémas cerca. En este caso se representa a
Pol y, y la TLS que se realiza sobre la lesién es mutagénica, incorporandose bases erréneas frente a
la lesion. B) Linea celular con p21. Ante la presencia de una lesion en el ADN, la horquilla se detiene,
p21 se degrada sobre la horquilla y se selecciona la polimerasa mas adecuada para la sintesis sobre
la lesion. En este caso es Pol ), e introduce las bases correctas en oposicion al dafio. C) Linea celular
con p21 establemente unido a PCNA. En este contexto la horquilla que se detiene frente a la lesion,
no puede degradar a p21, por lo que las polimerasas de TLS no pueden reclutarse y formar focos
replicativos asociados a PCNA, impidiendo la accién de la TLS. En consecuencia, se produce un
desacople de la horquilla, aumento de ADN simple cadena, lo que desencadena incremento de la
inestabilidad gendmica (MN) y muerte celular.

U Pol Epsilon

6.4 La sintesis de ADN por Translesion como posible
blanco terapéutico

Durante los ultimos afios el entendimiento al proceso de TLS ha tomado
mas protagonismo, al plantear la duplicaciéon del ADN como un molde imperfecto
de replicacion. Esto permiti6 el desarrollo de investigaciéon dirigida a comprender
como funcionan los mecanismos auxiliares de la replicacion de ADN, sus
implicancias y principalmente que los activa y como se regulan. Aunque hasta el
momento no se han establecido estrategias terapéuticas que consideren esta

variable, publicaciones recientes ofrecen informacion interesante con respecto al
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rol de Pol n sobre ciertos tipos de quimioterapia. Se demostr6 inicialmente que
células deficientes en Pol 1 son 3 veces mas sensibles al tratamiento con drogas
como el cisplatino y gemtabicina que las células que expresan normalmente esta
polimerasa, y 10 veces mas sensibles si se las expone a combinaciones de drogas
como cisplatino/gemtabicina (155), un esquema de drogas cominmente utilizado
en tratamientos contra el cancer. Por otro lado se han encontrado evidencias de
cambios en la expresiéon y mutaciones en los genes que codifican para las
polimerasas Pol v y Pol k en tumores humanos (156). En conjunto, hay un gran
numero de evidencias que indican que la modulacién del proceso de TLS puede

alterar el efecto de un esquema terapéutico tradicional.

Asimismo, la inhibicién transiente de la TLS podria ser beneficiosa para el
tratamiento contra el cancer. Este concepto fue dificil de evaluar hasta la fecha ya
que la inhibicién global de TLS fue dificil de alcanzar: la deplecion de una
polimerasa de TLS puede promover TLS dependiente de otras polimerasas y no
necesariamente, disminucion de los eventos de TLS. Por esto nuestro
descubrimiento de un rol inhibitorio global de p21 sobre todas las polimerasas
permitié evaluar dicha hipotesis, demostrando que p21 pueden incrementar la
mortalidad de células irradiadas con luz UV, concepto que podria extrapolarse a
drogas como el cisplatino, usadas en el tratamiento de varios canceres ente los que

se destaca el de ovario.

Por otro lado, no podemos ignorar el alerta sugerido por el incremento de
inestabilidad genomica asociada a la inhibicién global de TLS discutido en las
Figuras 4.8 y 4.9. Sin embargo la oportunidad radica en lograr un incremento
demasiado abrupto de la inestabilidad gendémica esto deberia generar células
demasiado inestables para sobrevivir por lo que, usado en contextos adecuados la
inestabilidad gendmica causada por TLS podria asociarse a un incremento de
muerte celular y no a la sobrevida de células gen6micamente inestables. De hecho,
muchos blancos terapéuticos evaluados en ensayos clinicos causan incremento en
la inestabilidad gendémica. Por ejemplo, la inhibicién de la actividad quinasa de
Chk1 esta avanzando en ensayos clinicos de fase I1I(157). Si bien se sabe que la
inactivacion de Chk1 causa una inestabilidad gen6mica intrinseca, se supone que el

éxito de dichos tratamientos reside en la combinacién utilizada: no solo se inhibe
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el blanco especifico (en este caso Chk1l pero también podria ser TLS) sino que se

combina esto con un tratamiento que permite incrementar mortalidad.

De hecho, la biusqueda de combinaciones inteligentes que involucren un
cambio en el “background” genético de la célula tumoral se conoce como busqueda
de “letalidad sintética”, una estrategia terapéutica que se estd explorando en la
actualidad. El principio de la letalidad sintética es el de combinar de dos eventos
que pueden ser tolerados por separados, pero cuya combinacién se torna letal
para la célula. El éxito de este esquema fue reportado para la inhibiciéon de
mecanismos de reparacion de cortes en una cadena de ADN (PARPrilacién) en un
contexto defectuoso para la reparacion por recombinacion homoléga (defectos en
la expresién de BRCA1 o BRCA2). La letalidad incrementada parece surgir porque
los cortes en cadenas simples de ADN no reparados (a causa de la inhibicién de
PARPs) necesitan de la recombinacion homoéloga para el mantenimiento de la
replicacién (dependiente de BRCA1l y BRCA2)(158). Por esto, la inhibiciéon de

ambos mecanismos causa un sustancial incremento de la muerte celular.

Dentro del concepto de letalidad sintética nuestros datos sugieren que la
acumulacion de lesiones causadas por cisplatino, en un contexto deficiente para
TLS como el provocado por la expresion estable de p21 deberia incrementar la
mortalidad celular. Este concepto que sera evaluado en nuestro laboratorio y
podra ser también perfeccionado mediante la creacién de farmacos que bloqueen
TLS en manera similar a p21. Por todo lo aqui discutido, proponemos a la
inhibiciéon de TLS como una estrategia terapéutica novedosa que podria mejorar

tratamientos ya existentes.
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7 Conclusiones generales

I.

ii.

jil.

iv.

Vi.

vii.

La interaccidn sostenida entre p21 y PCNA luego de la exposicién a luz UV
genera la acumulacion de marcadores de estrés replicativo, evidenciado
tanto por la induccién de yH2AX como por la aparicion de focos de 53BP1.
La eficiente degradacion de p21 luego de irradiacion UV previene la
acumulacion de ADN dafado, promoviendo la sobrevida celular y la
estabilidad genémica.

La estabilizacién de p21 produce un retraso en la progresion de horquillas
sobre ADN lesionado. Esta modulacion negativa es a través de su sitio de
union a PCNA (PIP box), ya que la estabilizacién de un mutante de p21 que
no interacciona con PCNA no induce ningun efecto sobre la replicaciéon de
ADN lesionado.

El proceso biolégico promovido por la degradacién de p21 luego de
irradiacion UV es la sintesis de ADN por translesion (TLS), bloqueando el
reclutamiento a focos replicativos de todas las polimerasas de TLS luego de
irradiacion UV a través de su PIP box.

p21 enddgeno controla la mutagénesis inducida por TLS promoviendo la
correcta activacion de la TLS a través de la degradacién gradual de p21,
favoreciendo la seleccién de la polimerasa mas apta para las lesiones
causadas por irradiacién UV.

p21 actia como regulador negativo de la TLS, inhibiendo su accién
innecesaria y promoviendo su correcta activaciéon, manteniendo un balance
positivo entre mutagénesis y sobrevida celular.

Nuestra investigacion sugiere que la inhibicién global de TLS por parte de
p21 podria ser beneficiosa como estrategia terapéutica contra el cancer,
utilizando la inhibicion de TLS en combinacién en diversos contextos
terapéuticos con el objetivo de sensibilizar a las células tumorales al efecto

generado por las drogas quimioterapéuticas.
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