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Roturas de doble cadena del DNA (DSBs)

Las roturas de doble cadena del DNA (DSB) pueden producirse tanto por fuentes endogenas, como los
errores de replicacion, procesos enzimaticos o especies reactivas de oxigeno, asi como por agentes exdgenos,
tales como agentes quimioterapéuticos o la radiacion ionizante.

Estas roturas de doble cadena se consideran una de las lesiones
deletéreas mas severas gue se producen en el DNA, provocando que
la informacién genética y la supervivencia celular se vean
gravemente comprometidas. Si estos dafios no se reparan, se puede
dar lugar a la muerte celular pero, si la reparacion que se produce no
se da correctamente, puede provocar la induccion tanto de
reordenamientos cromosomicos como de mutaciones, los cuales se
identifican como dos de los acontecimientos mas comunes en el
desarrollo de la oncogénesis y otras enfermedades genéticas.




Mecanismos de reparacion de DSBs

Las células disponen de varios mecanismos de
reparacion para solventar este tipo de dafio en
el DNA, intentando mantener la integridad del
genoma y la informacidn genética.

Las dos vias principales que encontramos son
la Recombinacion Homoéloga (HR) y la
Union de extremos no homologos clasica (C-
NHEJ) vy, recientemente, se ha descrito un
tercer mecanismo denominado Union de
extremos no homologos alternativa (A-
NHEJ). En este trabajo nos centraremos en la
HR y la A-NHEJ, los cuales son activos en las
mismas fases del ciclo celular.
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Recombinacion homologa (HR)

Las células utilizan este mecanismo durante las fases S y G2, en las que o se
replica el DNA o ya estéa replicado. Es un mecanismo libre de errores de reparacion
ya que utiliza como molde una secuencia homologa intacta, generalmente la
cromatida hermana.

Primeramente se produce una reseccion de los extremos de la rotura en direccion 5’
— 3’ debido a la intervencion de la actividad endonucleolitica del complejo MRN
(MRE11-RAD50-NBS1) y de la proteina CtlIP, ayudados ademas de BRCAL, de
tal forma que se expone DNA de cadena sencilla, en el cual actuaran
posteriormente las proteinas EXO1, DNA2 y BLM. El DNA de cadena sencilla es
estabilizado por la proteina RPA (Replication Protein A) que, posteriormente, es
desplazada por RAD51 por la accion de BRCA2. RAD51 promueve la invasion de
la cromatida hermana molde formando una estructura de bucle (D-loop), de donde

se copia la secuencia danada.
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Union de extremos no homologos (A-NHEJ)

DSB ,
l Este mecanismo es utilizado durante la fase Sy G2 y en muchos casos implica el anillamiento de
microhomologias, secuencias repetidas de 1-10 pares de bases que se encuentran a ambos lados
™ MRE11 . CtIP
o de la rotura de doble cadena.
PARP1 L
Pol®
El proceso también comienza con la reseccion por la accion del complejo MRN vy la proteina
CtIP pero, adicionalmente, encontramos la participacion de la proteina PARP-1, la DNA ligasa
LIG3 ; . p- .
-, 3y la polimerasa POLO, codificada por el gen POLQ. En este caso, el DNA de cadena sencilla
e no es estabilizado por la proteina RPA, con la que compite la accion de POLO.
La polimerasa POLO se encuentra regulada positivamente en algunos canceres como el cancer
de pulmon, ovario, prostata, mama o colon, y ha sido descrita en estudios recientes como una
A-NHEJ diana terapéutica de gran potencial. Esta expresién aumentada ha sido asociada a un peor
S-G2 prondstico de los pacientes. Sin embargo, POLO se considera una polimerasa de baja fidelidad
Highly error prone y este mecanismo presenta una alta tasa mutagenica de modo que favorece la aparicion de

inserciones, delecciones, etc. comprometiendo la integridad del genoma.
%6{% Universidad
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Estudios recientes indican que la via alternativa actla incluso o \l

cuando el resto de mecanismos son funcionales. Sin embargo, esta :ﬁ_:ﬁ_\;" GO

via adquiere suma importancia cuando la HR y la Unién de Polo -

extremos no homologos clasica estan dafiadas, de tal forma que las y \

células adquieren una gran dependencia por la A-NHEJ para su e o Y Y

supervivencia. Por lo tanto, la expresion de POLO es esencial para - ;;ﬁj”u“ o T o8& o
Hel

la supervivencia y proliferacion de células deficientes en la HR,
como es el caso de aquellas con ausencia 0 mutaciones en genes
como BRCAL1y BRCA2, asociados a distintos tipos de cancer.

La interaccion entre POLO y RPA determina la eleccion de la via l

de reparacion de DSBs debido a su relacion antagonista. La union o % o l

de RPA a la los extremos de la regién de reseccion de la rotura - qu o NUNONONONONONON
bloguea la via alternativa (alt-NHEJ) y promueve la recombinacion l/ g "
homologa (HR). Por otra parte, la actividad helicasa de POLO oy

bloquea la union de RPA al DNA de cadena sencilla y estimula el A Aﬁ:‘; I

anillamiento de los extremos de la rotura.

Fuente: Mateos-Gomez, P. A., Kent, T,, Deng, S. K., McDevitt, S., Kashkina, E.,
Hoang, T. M., ... & Sfeir, A. (2017). The helicase domain of Pol% counteracts RPA

to promote alt-NHEJ. Nature structural & molecular biology, 24(12), 1116. gn/ixvlerslidad
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Cancer de prostata

El cancer de préstata (CP) se encuentra entre los cinco Daprivackin da ancrdaencs o Death
canceres con mayor incidencia y mortalidad, siendo el

cancer mas frecuentemente diagnosticado en hombres.
Ademas de su alta incidencia, se caracteriza por tener una
gran heterogeneidad clinica y ser de lento crecimiento.
En su desarrollo destaca la funcion del receptor de | Sensibleala castracion
andrégenos (AR), cuya transmision de sefiales determina
el crecimiento, progresion e infiltracion del tumor.

Terapia local
Postquimioterapia

Resistente a la castracion

ASINTOMATICO Sintomatico

No metastasis Metastasis

En el CP localizado, los tratamientos iniciales son la prostatectomia radical o la radiacion mientras que en el localmente
avanzado o metastasico se da la castracion quirdrgica o quimica inhibiendo la sefializacion del AR. Este tratamiento es
inicialmente eficiente pero posteriormente se da recurrencia de la enfermedad y aparece el estadio de cancer de

prostata resistente a la castracion (mMCRPC).

£2% Universidad
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HIPOTESIS

Los estudios preliminares del laboratorio indican que las lineas celulares de cancer de préstata dependen de POLO para
su supervivencia, siendo una de las posibles razones que estas celulas tengan comprometida la recombinacién homologa
y que por tanto requieran del mecanismo de reparacion A-NHEJ para suplir a la recombinacion homéloga.

OBJETIVOS

1. Silenciar BRCA1 o BRCAZ2 en células tumorales de prostata y determinar si su viabilidad celular se ve afectada
negativamente, de modo que si fuera asi indicaria que nuestra hipétesis es correcta.
2. Comprobar la posible regulacion positiva de POLS tras la inhibicidn de la recombinacién homologa.

258 Universidad



OBJETIVO 1

METODO: Anélisis de viabilidad
celular en células tumorales de préstata
(PC3 y LNCap) mediante contaje celular
tras silenciar los genes de BRCA1l o
BRCAZ2.

El silenciamiento se realizara mediante
infecciones lentivirales a intervalos
utilizando el sobrenadante de células
HEK293T que previamente han sido
transfectadas para producir los virus.

Como control negativo se utilizara
pPLKO.1 empty (shRNA control).
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PC3

METODO: Andlisis de viabilidad celular en células tumorales de prostata (PC3) mediante

contaje celular tras silenciar los genes de BRCA1 o BRCAZ2.

@ Infeccion con

shBRCA1 o sShBRCA2 Seleccion CDI:I Puromicina
(3 dias)

Dia 0

@ Cultivo t!e células @ Contaje celular @ Anilisis del
seleccionadas silenciamiento
(dos densidades celulares) mediante qRT-PCR
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PC3

OBJETIVO 1 Expresion de BRCA1y BRCA2
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Cuantificacion relativa de los niveles de mMRNA de BRCAl1 y BRCA2 en PC3. La expresion de los genes se
midio mediante RT-qgPCR usando como referencia el gen de RPLPO. Las barras del grafico representan la media
de seis experimentos independientes y las barras de error la desviacion estandar de los mismos con respecto al
control con valor de 1. Como muestra la grafica, se ha obtenido una media de silenciamiento del 82% en las

células donde se utilizo shBRCAL1 y una media de 51% de silenciamiento en las células donde se utilizo
ShBRCAZ.

£2% Universidad
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PC3

OBJETIVO 1 Viabilidad celular por contaje
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Cuantificacion relativa de la viabilidad celular de las células silenciadas mediante contaje celular. La
viabilidad de las células se mide mediante contaje con la camara de Neubauer y se compara con el crecimiento
del shControl con valor de 1. Las barras del grafico representan la media de seis experimentos independientes y
las barras de error la desviacion estandar de los mismos. Como muestra la gréafica, la viabilidad disminuye un
40% en las células con shBRCAL y un 28% en las células con shBRCA.

13 £2% Universidad



PC3 )
METODO: Anédlisis y comparacion de los niveles de expresion de POLO en PC3 al finalizar la seleccion de las

OBJETIVO 2 células silenciadas con los niveles de expresion tras el cultivo durante cuatro dias para el contaje celular.

@ Infeccicn con Seleccion con Puromicina
@ Cultivo de PC3 ShBRCA1 o0 ShBRCA2

Dia1-2

@ Cultivo (!e células @ Contaje celular * @ Analisis del
seleccionadas silenciamiento

(dos densidades celulares) mediante qRT-PCR

Dia 5-9 M ER)

Recogida de muestra para extraer RNA'y realizar anélisis de niveles de expresion de

POLO mediante gRT-PCR. £43 Universidad
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PC3 ]
METODO: Analisis y comparacion de los niveles de expresion de POLO en PC3 al finalizar la seleccion de las

OBJETIVO 2 células silenciadas con los niveles de expresion tras el cultivo durante cinco dias para el contaje celular.

Resultados preliminares

Expresion de POLO en células con shBRCA1 Expresion de POLO en células con shBRCA2
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Cuantificacion relativa de los niveles de mRNA de POLG6 al finalizar la seleccion y tras cinco dias de cultivo. La
expresion de los genes se mide mediante RT-qgPCR usando como referencia el gen de RPLPO. Las barras del gréafico
representan la media de dos experimentos independientes y las barras de error la desviacion estandar de los mismos. Se toma
como valor de 1 la expresion de POLQ en las células con shBRCA comparado con las células con shControl el primer dia que
se hace la cuantificacion . Como muestran las graficas de estos resultados preliminares, la expresion de POLQ se ve regulada

positivamente en ambos silenciamientos de BRCA, siendo mas destacado el incremento en el caso de shBRCAL. . Universidad
#5824 de Alcald



LNCap

_ METODO: Anélisis de viabilidad celular en células tumorales de prostata (LNCap) mediante

S contaje celular tras silenciar los genes de BRCA1 o BRCA2.

Infeccion con .. ..
Selecciéon con Puromicina

(3 dias)

shBRCA1 o shBRCA2

#
Dia 0 Dia 1-2
@ Cultivo de células @ Contaje celular @ Andlisis del
seleccionadas (varias silenciamiento
densidades celulares) mediante qRT-PCR
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LNCap
METODO: Anélisis de viabilidad celular en células tumorales de prostata (LNCap) mediante

QELELLO.L contaje celular tras silenciar los genes de BRCA1 o BRCAZ2.

Resultados preliminares

Expresion de BRCA1 y BRCA2

Niveles de expresion de RNAm
(aPCR) (%)
o
)]
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H Control mshBRCA1 mshBRCA2

Cuantificacion relativa de los niveles de mMRNA de BRCAL1 y BRCA2 en LNCap. La expresion de los genes
se mide mediante RT-gPCR usando como referencia el gen de RPLPO. Las barras del grafico representan la
media de dos experimentos independientes y las barras de error la desviacion estandar de los mismos con
respecto al control con valor de 1. Como muestra la grafica, se ha obtenido una media de silenciamiento del 88%
en las células donde se utilizo el sShBRCAL y una media de 91% de silenciamiento en las células donde se utilizo
el sShBRCAZ2. 458 Universidad
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CONCLUSIONES

1. La inhibicion de la recombinacion homologa afecta negativamente a la viabilidad de las células

tumorales de prostata, lo que sugiere que el requerimiento de POLO en estas celulas no se debe a que

sean deficientes en la recombinacion homologa.

2. La expresion de POLO se ve regulada positivamente en células tumorales de prostata deficientes en la

recombinacion homologa, mostrando de nuevo su importancia para la viabilidad de estas.
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FUTURO PLAN DE INVESTIGACION

Estudio del papel de la polimerasa POL® en las células tumorales de prostata, tratando de elucidar su
papel y la relevancia de la via alternativa (alt-NHEJ) en la reparacion de roturas de los cromosomas
asociadas a la transcripcion.

METODOS

1. Generacion de shRNAs mediante clonaje plasmidico.

2. Silenciar genes implicados en el procesamiento de R-loops (hibridos RNA:DNA) en células tumorales
de prostata como la helicasa Aquarius (AQR) o la enzima RNAsa H y silenciar POLS.

3. Determinar grupos de comparacion como, por ejemplo, shRNA-control, sShRNA-Pold, sShRNA-AQR y
combinacion de ambos shRNA.
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