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1. RESUMEN

La integridad del ADN es crucial para la supervivencia celular, pero esta
constantemente en riesgo por factores externos e internos que causan diversas lesiones.
Las roturas de doble hebra (DSBs) son las mas graves y mutagénicas. Para enfrentarlas,
las células usan principalmente dos mecanismos: la union de extremos no homologos
(NHEJ), répida pero propensa a errores, y la recombinacion homdéloga (HR), que es méas
precisa, porque emplea la cadena hermana como molde de reparacion. La eleccion del
método de reparacion depende principalmente de la fase del ciclo celular en la que se
produce el DSB, predominando NHEJ en G1 y HR en las fases S y G2. Sin embargo,
existen desavenencias en cuanto a la reparacion empleada durante mitosis. Mientras
algunos estudios determinan que la respuesta canonica se encuentra inhibida, otros han
demostrado que las células ejecutan mecanismos de reparacion alternativos, como la
union de extremos mediada por microhomologia. En este estudio se ha analizado la
respuesta al dafio en el ADN comparando las diferentes fases del ciclo celular,
hallandose que en mitosis tardia la viabilidad celular a largo plazo disminuye. Luego, se
observo que en las células supervivientes hay una respuesta inicial de dafio al ADN,
debido al aumento en la expresion de Chkl y RNF8. Posteriormente, se caracterizd que
estos dafios estimulan la apoptosis intrinseca en gran medida. Por Ultimo se determin6
que los DSBs en mitosis tardia interrumpen el ciclo celular en la G1 siguiente durante 3-

7 horas.

Palabras clave: DSBs, checkpoint, radiosensibilidad, ciclo celular, reparacién de ADN,

mitosis tardia, NHEJ, HR, apoptosis.



1. ABSTRACT

DNA integrity is crucial for cell survival, but it is constantly at risk from external and
internal factors that cause various lesions. DNA double-strand breaks (DSBs) are the
most severe and mutagenic. To repair these, cells mainly use two mechanisms: non-
homologous end joining (NHEJ), which is fast but error-prone, and homologous
recombination (HR), which is more precise, as it uses the sister strand as a repair
template. The choice of repair method mainly depends on the phase of the cell cycle in
which the DSB occurs, with NHEJ predominating in G1 and HR in S and G2 phases.
However, there is disagreement as to the DSB repair mechanism used during mitosis.
While some studies determine that the canonical response is inhibited, others have
shown that cells execute alternative repair mechanisms, such as microhomology-
mediated end joining. In this study, we analysed the response to DNA damage by
comparing different phases of the cell cycle, finding that for late mitosis, the long-term
cell viability is lower than in other phases. We observed an initial DNA damage
response in the survival cells, with increased expression of Chkl and RNF8. Later, we
showed that this damage leads to intrinsic apoptosis to a large extent. Finally, we
determined that DSBs in late mitosis interrupt the cell cycle at the next G1 for 3-7

hours.

Keywords: DSBs, checkpoint, radiosensitivity, cell cycle, DNA repair, late mitosis,
NHEJ, HR, apoptosis.



2. INTRODUCCION

2.1 Lesiones en el ADN e inestabilidad genomica

La supervivencia celular depende en gran medida de mantener de forma correcta la
integridad del ADN. Esta se encuentra expuesta a multitud de factores como la
radiacion ultravioleta solar o varios productos toxicos del metabolismo que llevan a la

aparicion de diversas lesiones en la estructura de la molécula (Xu, et al. 2020).
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Figura 1: Lesiones en el ADN, mecanismos de reparacion asociados y posibles consecuencias de la

acumulacién de estas lesiones. (Generado por BioRender.com)

Entre estas lesiones pueden aparecer apareamientos entre bases nitrogenadas
incorrectos, estructuras andémalas producto de enlaces covalentes intracatenarios,
roturas de cadena sencilla (SSBs, del inglés single-strand breaks) o roturas de la doble
hebra (DSBs, del inglés double-strand breaks) del ADN (Timmins et al., 2023). La
ceélula ha desarrollado numerosos mecanismos altamente especializados para detectar,
sefialar y reparar las lesiones (Figura 1). Ademas tienen la capacidad de detener la
progresion del ciclo celular de manera transitoria, evitando transmitir los dafios a las
células hijas. Esta via de sefializacion se denomina la respuesta al dafio en el ADN
(DDR del inglés DNA damage response) (Carusillo et al., 2020).



La DDR es altamente eficiente, aunque no esta exenta de riesgos. Puede darse el caso de
que las lesiones no sean reparadas, dando lugar a la aparicion de inestabilidad genémica
0, en Ultima instancia, a la muerte de la célula. Si las lesiones provocan reordenamientos
cromosomicos, las células pueden sufrir mutaciones que pueden promover la
transformacion y en consecuencia iniciar carcinogenesis (Figura 1). Por ello, resulta

fundamental que la ejecucion temporal de la DDR sea precisa (Hopkins et al., 2022).

Por otro lado, los agentes que dafian el ADN también se utilizan en el tratamiento del
cancer, por ejemplo generando roturas durante la replicaciéon del ADN o usando la
radioterapia (Nambiar et al., 2023). Asi que es esencial conocer como se enfrentan las

células al dafio en el ADN.

2.2 Roturas de la doble hebra de ADN: Sefializacidn y vias de reparacion

Los DSBs se consideran el tipo de dafio mas deletéreo para la célula. Durante el inicio
de la DDR, estos dafos se reconocen por el complejo MRE11-RAD50-NBS1 (MRN).
Tras ello, se activan las quinasas ATM y ATR. Su principal funcion es la de fosforilar
una serie de proteinas clave para la ejecucion de la DDR (checkpoints). Entre ellas,
destaca la fosforilacion de H2AX (yH2AX), que se fosforila en la serina 139 y
rapidamente se extiende en regiones adyacentes a la rotura (Blackford et al., 2020).
ATR y ATM también promueven la fosforilacion de las quinasas Chk1 (serina 345) y
Chk2 (treonina68), respectivamente. Ambas favorecen la correcta detencion del ciclo
celular para permitir que se lleve a cabo la reparacién (Shibata et al., 2021 y Smits et al.,
2015). Entre otros sustratos ademas se encuentra MDC1. Después de su fosforilacion,
este iniciador organiza la respuesta de reparacién interaccionando con la ubiquitina
ligasa E3 RNF8, y promueve una cascada de ubiquitinacion que estimula la eleccién de

la via de reparacion (Nakada et al., 2016).

La mayoria de los mecanismos de reparacion se clasifican en dos grupos, conocidos
como la Union de Extremos No Homdlogos (NHEJ, del inglés Non-Homologous End
Joining), y la Recombinacion Homdloga (HR, del inglés Homologous Recombination).
El primero da continuidad fisica a la hebra de ADN tras procesar brevemente y ligar los
extremos rotos. Se considera propensa a errores, pues podria generar pequefias

inserciones, deleciones 0 mutaciones puntuales (Chang et al., 2017).



Este comienza con el reconocimiento y la unién a la region dafiada del heterodimero
Ku70-Ku80 que actia de andamiaje para reclutar la maquinaria implicada en este
proceso (Chang et al., 2017). Primero, la subunidad Ku70 se ancla la subunidad
catalitica de la proteina quinasa dependiente de ADN (DNA-PKcs) formando el
complejo DNA-PKs. Si las roturas han generado extremos incompatibles con el
ligamiento, se promueve la actuacién de nucleasas y polimerasas, para procesarlos
ligeramente. Finalmente se da el ligamiento de los extremos a través de la ADN ligasa
IV (Chang et al., 2017) (Figura 2).
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Figura 2: Mecanismos de reparacion de DSBs: Reparacion via NHEJ (izquierda) y via HR (derecha).

(Modificado de Ceccaldi et al., (2016) y BioRender.com)

Por otro lado, la HR se considera un conjunto de mecanismos libre de errores. Los
extremos dafiados son profundamente procesados, y la reparacion tiene lugar tras buscar

homologia en una hebra intacta para copiar la secuencia (Li et al., 2008).

Esta da inicio con una reseccién de uno de los extremos rotos por medio del complejo
MRN vy la nucleasa CtIP, generando extremos 3’ de cadena sencilla (ssADN, ss del
inglés single-stranded). Una vez realizada la reseccion, el complejo RPA se recluta
hacia las porciones de ssDNA con el fin de protegerlas de la degradacion mediada por

endonucleasas. Ademas, RPA sirve de andamiaje para reclutar a la recombinasa Rad51,



que se encarga de buscar homologia y promover la invasion de la croméatida hermana

para reparar (Figura 2) (Ceccaldi et al., 2016).

Ademés de estos dos mecanismos, la célula es capaz de ejecutar diferentes vias de
reparacion adicionales. Estas son conocidas como mecanismos de reparacion no
canonicos. Entre ellos se encuentra una via de reparacion denominada MMEJ (del
inglés Microhomology-Mediated End Joining) caracterizada por la aparicion de una
reseccion de los extremos rotos, ademés de pequefias regiones de microhomologia en
las regiones 3’ protuberantes. El ligamiento se da por estas regiones de homologia
eliminando pequefios fragmentos, lo que hace que este mecanismo sea mutagénico
(Howard et al., 2015).

2.2.1 Mecanismos de reparacion de DSBs: Interfase

La eleccion de la via de reparacion se encuentra regulada por diversos factores. Entre
ellos destacan, la presencia de una crométida hermana sobre la que copiar la region
dafiada, las modificaciones postraduccionales de la cromatina y diversas proteinas, y el
entorno biogquimico de la célula presente en el momento de la rotura. Todo ello a su vez
se encuentra regulado por el ciclo celular, que se divide en cuatro fases bien
diferenciadas. Mientras que G1, S, y G2 comprenden la interfase celular (periodo en el
que se produce el crecimiento y la replicacion del material genético), la fase M
corresponde con la division. El paso a través de las diferentes fases del ciclo celular
dependera en gran medida de los niveles de las ciclinas y la actividad de las quinasas
dependientes de ciclinas (CDKSs) (Figura 3) (Brown et al., 2018).
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Figura 3: Relacién de ciclinas/actividad CDKs en la progresion del ciclo celular y el mecanismo de

reparacion de ADN asociado a cada fase. (Generado por BioRender.com)



En interfase, los DSBs generados durante la fase G1 y S temprana, donde no existe una
cromatida molde y los niveles de ciclinas, asi como de las actividades de CDKs son
inferiores, se reparan principalmente via NHEJ. A medida que los niveles de estos
reguladores aumentan, la célula entra en la fase S. Finalmente, durante las fases S tardia
y G2, donde ya hay existencia de cromatida hermana y la actividad de las CDKs es

superior, se estimula la reparacion via HR (Swift et al., 2021).

2.2.2 Mecanismos de reparaciéon de DSBs: Mitosis

A diferencia de lo que sucede durante la interfase celular, los mecanismos de reparacion
de DSBs generados durante la mitosis no estan estrictamente definidos. La bibliografia

relativa al campo es diversa y presenta multitud de resultados contradictorios.

Por un lado, existe una corriente que establece la mitosis como fase donde se inhibe la
reparacion. Una vez producidas y sefializadas las roturas, se mantienen intactas hasta
que las células entran en la siguiente G1 y reparan a través de la NHEJ (Giunta et al.,
2010 y Bakhoum et al., 2017). Sin embargo, estas lesiones si son reconocidas por la
DDR, que resulta en la fosforilacion de H2AX durante mitosis. Esto permite que las
hebras dafiadas segreguen juntas para ser reparadas por las células hijas (Blackford et
al., 2020 y van Vugt et al., 2023). No obstante, recientemente se ha demostrado que al
menos en mitosis temprana se puede ejecutar la MMEJ. Es importante destacar que se
detectaron la presencia de la polimerasa Pol6 y otros participantes de esta via en las
regiones dafiadas (Figura 4) (Gelot et al., 2023 y Brambati et al., 2023).

Pol6 yH2AX DAPI

Pole—yH2AX colocalization:
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Figura 4: Colocalizacion de la polimerasa Pol8 y la histona fosforilada YH2AX en células que han

sufrido DSBs durante la mitosis (Gelot et al., 2023).



3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

La gran mayoria de estudios se ha centrado en determinar como se reparan estos DSBs
durante las primeras etapas de la mitosis, prometafase y metafase. No obstante, la
reparacion de DSBs en mitosis tardia supone un escenario paradojico. Por un lado, la
regulacion molecular existente promoveria la HR, ya que la actividad de ciclina/CDK se
asemeja a la fase S tardia/G2. Sin embargo, resulta complejo imaginar como se llevaria
a cabo si las cromatidas hermanas que actian como molde han segregado previamente
durante anafase. Esta situacion genera varias preguntas. ;Son capaces de ejecutar la
DDR durante mitosis tardia? ¢ Inhiben la HR y la NHEJ en favor de la MMEJ? ¢Pueden
las células sobrevivir a la generacion de DSBs mientras transitan anafase y telofase?

¢Son mas resistentes 0 mas sensibles a tratamientos quimioterapicos?

Para determinar las consecuencias para la progenie celular tras sufrir DSBs durante las
ultimas etapas de la mitosis, el objetivo principal de este trabajo es realizar un estudio
comparativo entre la DDR ejecutada tras la generacion de DSBs en: G1, G2, mitosis

temprana y mitosis tardia. Los objetivos especificos comprenden:

- Comparar la tasa de supervivencia a partir de DSBs surgidos en las distintas

fases del ciclo celular.

- Determinar la capacidad de ejecutar checkpoints.

- Evaluar la capacidad para adaptarse al dafio y reanudar con el ciclo celular.



4. MATERIAL Y METODOS

4.1 Lineas celulares
Todas las aproximaciones experimentales de este trabajo se han llevado a cabo

utilizando la linea celular humana HeLa (céncer de tipo cérvico-uterino).

Se empled el medio de cultivo DMEM (Dubecco’s Modification of Eagle Medium)
suplementado con suero bovino fetal (FBS) al 10%, 200 mM de penicilina, 100 pg/mL
de streptomicina y 100 U/mL de L-Glutamina. Las células se incubaron en una

atmosfera de 5% CO, y a una temperatura de 37 °C en placas de 10 cm de diametro.

Para proceder a la toma de muestras y/o tratamientos que conllevasen la resuspension de
las células, se incubd cada placa con 1 mL de Tripsina durante 5 minutos a 37 °C. Este
procedimiento disuelve la adherencia del cultivo a la superficie de la placa.

4.2 Tratamientos

4.2.1 Sincronizacién celular

Para sincronizar las células en las diferentes fases del ciclo celular se uso:

- G1/S: Las células se incubaron en medio DMEM con 2 mM de timidina (Sigma-
Aldrich) durante 24 horas.

- G2/M: Las células se trataron con timidina para sincronizarlas en G1/S. Tras su
liberacion, se trataron con 20 ng/mL de nocodazole (Sigma-Aldrich) durante 15
horas.

- Mitosis tardia: Se realizo el tratamiento para bloquear las células en G2/M. Esta
sincronizacién da lugar a dos poblaciones diferenciadas por morfologia. Las
células con forma irregular y adheridas a la superficie de la placa comprenden la
sincronizacion en fase G2. Las células esféricas se encuentran sincronizadas en
prometafase. Estas tienen una menor relacion area celular/superficie de la placa,
por lo que realizar la técnica de “mitotic shake-off” (agitacion de las placas)
ayuda a eliminar la adherencia y enriquecer el medio de cultivo en células
mitoticas en suspension. Finalmente, las células se liberaron de prometafase y se

incubaron durante 35 minutos hasta alcanzar anafase/telofase.



4.2.2 Generacion de roturas en la doble hebra de ADN

Para la generacion de dafos en el ADN, las placas fueron irradiadas con rayos X a

diferentes intensidades mediante el uso de un equipo CellRad (Faxitron):

- Para el estudio de la tasa de supervivencia celular, las placas se irradiaron a 1
Gy, 2 Gy y 4 Gy de intensidad.

- Para el resto de experimentos se prepararon muestras irradiadas con una dosis de
4 Gy.

4.3 Extraccién de proteinas

4.3.1 Obtencidn de los extractos totales celulares

La extraccién de proteinas se llevd a cabo mediante lisis acida. Para ello, se eliminé el
medio de cultivo de una placa de 10 cm de didmetro, se afiadio6 1 mL de é&cido
tricloroacético (TCA) 20% en la placa y se recogio el homogenizado celular en tubos
eppendorf. Cada muestra se sonicdé con una amplitud del 80% durante 5 minutos a

intervalos de 30 segundos mediante el Sonicador de ultrasonido Q800R3 (Qsonica™).

Luego, se afiadio 400 uL de TCA 5% en cada tubo, y se centrifugaron las muestras a
13500 rpm durante 5 minutos. Finalmente, el precipitado fue disuelto en 80-150 uL de
solucion tampon Laemmli (Tabla 1).

Tampon Laemmli 2X

4% SDS
20 % Glicerol

120 mM Tris-HCI pH 6,8

Tabla 1: Composicion de la solucién tampon Laemmli.
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4.3.2 Determinacidn de la concentracion de proteinas

Para determinar la concentracion de proteinas de las muestras, se ha generado una curva

de calibracion mediante un método colorimétrico utilizando el reactivo de &cido

bicinconinico (BCA) en medio alcalino. Este método se basa en la reduccion de iones

cupricos (Cu?") a iones cuprosos (Cu®) por las proteinas presentes en la muestra bajo

condiciones alcalinas. Los iones Cu® luego forman un complejo con el &cido

bicinconinico, cambiando su conformacién electronica y permitiendo que el complejo

absorba luz a una longitud de onda de 542 nm, generando un color purpura. La

intensidad de la luz absorbida es directamente proporcional a la concentracion de

proteina en la muestra.

En la siguiente tabla se muestran las cantidades de los componentes utilizados para

generar la recta patron (Figura 5) y la medicién de cada muestra:

(uL)

P1 |P2 |P3 |P4 |P5 |P6 M1
BSA (uL) 0 1 2 4 8 | 16 -

H,O (uL) 16 | 15 | 14 | 12 | 8 0 16
Laemmli (pL) 3 3 3 3 3 3 -
Muestra en tampon laemmli - - - - - - 3

Tabla 2: Volumen de cada compuesto para generar recta de calibrado.

Finalmente, a cada muestra se afiadié 150 uL del reactivo BCA (Novagen) y sulfato de

cobre (Sigma-Aldrich, 4%) en proporcion 50:1. Tras un periodo de incubacion de 10

minutos a 37 °C, se midi6 la absorbancia de cada pocillo a 542 nm con un

espectrofotometro para multipocillos Multiskan FC (Thermo Scientific

™)
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Figura 5: Recta patron generada para la extraccion proteica

4.4 \Western blot

4.4.1 Preparacion de muestras

Para cada muestra se mezcld6 20-30 pg de proteinas con tampon de carga
desnaturalizante (Tabla 4). Finalmente, se desnaturaliz6 cada muestra durante 5

minutos a 95 — 100 °C y se procedié a cargar en los correspondientes geles.

4.4.2 Electroforesis en gel de poliacrilamida

En primer lugar se polimerizd cada gel de poliacrilamida mediante el uso del sistema
Miniprotean 3 (BioRad) para efectuar la electroforesis SDS-PAGE. Se componen de
dos fases diferenciadas. La superior sirve para concentrar las proteinas en una sola
fraccion, mientras que la inferior sirve para separarlas por su peso molecular. En la

Tabla 3A se muestra la composicion de cada uno.

12



Resolving Stacking

6% 7% | 8% | 10% | 12% | 15% 4%
H,O (mL) 4.4 4.1 3.9 34 2.8 2 3
Lower Buffer 4X (pH= 2 2 2 2 2 2 1.25 (Upper
8.8) (mL) Buffer 4X,

pH=6.8)

Acrilamida 29:1 (mL) 1.6 1.9 2.1 2.6 3.2 4 0.7
APS (10%)/TEMED 100/10 50/5
(uL)

Lower Buffer pH 8.8 4X

Upper Buffer pH 6.8 4X

1.5 M Tris-HCI

0.5 M Tris-HCI

0.4% SDS

0.4% SDS

Tabla 3: Composiciones de los geles de poliacrilamida. (A): Composicion de las dos fases del gel de

poliacrilamida usado para electroforesis SDS-PAGE. Se prepard 8 mL del gel resolving y 5 mL del

stacking. (B): Composicién de las soluciones tampon empleadas en la preparacion de los geles.

Tras preparar los geles, se cargd las muestras, el tampon de carga desnaturalizante y el

marcador de peso molecular Tris-Glycine 4-20% (11-245 kDa) para usarlo como

referencia de peso molecular. Se puso a correr los geles a 120 V durante 15 minutos

embebidos en tampon SDS-PAGE (Tabla 3B), para que todas las proteinas lleguen a la

vez a la fase inferior del gel. Tras ese tiempo, se aumentd el voltaje a 150 V durante el

tiempo necesario para poder visualizar la proteina de interés particular.

Tampoén de carga desnaturalizante

Tampon SDS-PAGE 1X

Upper Buffer pH 6.8 4X
5% PB-mercaptoetanol
2% SDS
20% Gilicerol
25 pg/mL Azul de Bromofenol

19.2 mM Gilicina
2,5 mM Tris-HCI
0.01% SDS

Tabla 4: Composicion del tampon de carga desnaturalizante y el tampén SDS-PAGE empleados durante
la electroforesis SDS-PAGE.

13



4.4.3 Transferencia a membrana de nitrocelulosa

Tras finalizar la electroforesis, se realiz6 la transferencia a una membrana de
nitrocelulosa (Amersham Protran Premium 0.45um) usando el sistema de transferencia
Miniprotean 3 (BioRad).

Este sistema consta de una serie de componentes que siempre se situan del mismo

modo, tal y como se observa en la Figura 6.

Esponja — 3 papeles de filtro — gel — membrana — 3 papeles de filtro — Esponja

Figura 6: Sistema de transferencia. Todos los componentes han de ser sumergidos previamente en

tampdn de transferencia

Tras prepararlo, se cerr6 por medio de soportes que los mantienen completamente
apretados y se pusieron a correr en frio a 100 V durante 60 minutos, embebidos

completamente en tampon de transferencia (Tabla 5) al 20% en etanol.

Tampon de transferencia 1X

19,2 mM Gilicina
2,5 mM Tris-HCI pH 6.8

Tabla 5: Composicion de la solucién tampdn usada para la transferencia

Una vez finalizada la transferencia, se bloqued cada membrana con una solucion de
leche desnatada (Nestlé Sveltesse) al 5% en el buffer PBS con Tween 20 (PBS-T) al
0.1% durante 1 hora.

4.4.4 Inmunodeteccion de proteinas

Para detectar las proteinas de interés, cada membrana se incubd con el anticuerpo
correspondiente (dilucidon 1:2000) disuelto en solucién de blogueo durante toda la noche
a4°C (Tabla 6).
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Anticuerpo Origen | Peso molecular Referencia
Chk1 Ratén 55 kDa sc-8408 (Santa Cruz Biotechnology)
Chk1-P (Ser345) Raton 55 kDa 11/2008 (Cell Signalling)
Chk2 Conejo 65 kDa Producido en el laboratorio
RNF8 Conejo 60 kDa Producido en el laboratorio
Ku86 Raton 86 kDa sc-5280 (Santa Cruz Biotechnology)
a-tubulin Raton 50 kDa sc-5286 (Santa Cruz Biotechnology)
Rad51 Ratén 37 kDa MA1-23271 (Invitrogen)
PARP-1 Raton 113 kDa sc-8007 (Santa Cruz Biotechnology)

Tabla 6: Listado de anticuerpos primarios, pesos moleculares de las moléculas diana,
organismos origenes y referencias comerciales utilizados en el laboratorio.

Finalizada la hibridacion del anticuerpo primario, se realizé la amplificacion de la sefal
a través del uso de anticuerpos secundarios conjugados a la enzima peroxidasa de
rabano (dilucion 1:10000). Tras la hibridacion, se procediéo al revelado de las

membranas.

Para revelar las membranas, se ha hecho uso del kit West Pico PLUS Chemiluminescent
Substrate (Thermo Scientific™), con el que se han preparado diluciones 1:1 de
Luminol/H,O,. Se han incubado con 2 mL de esta disolucion durante 3 minutos y se
han detectado las proteinas por medio de un equipo de quimioluminiscencia
ImageQuant LAS 4000 mini (GE Healthcare).

4.4.5 Andlisis de resultados

Para cuantificar las intensidades de banda obtenidas tras el Western blot se ha usado el
software Image Studio Lite Ver 5.2. Luego, se determino la relevancia estadistica de los
diferentes resultados obtenidos, mediante el software Microsoft Excel utilizando el Test

t de Student, usando el valor 0.05 como nivel de significacion estandar (o).

Los resultados con p-valores inferiores a 0.05 se denotaron con un asterisco (*),
indicando una significancia estadistica a un nivel de confianza minimo del 95%.
Aquellos con p-valores inferiores a 0.01 se marcaron con dos asteriscos (**) denotando

un nivel de confianza igual o superior al 99%. Finalmente, los que obtuvieron p-valores
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inferiores a 0.001 se indicaron con 3 asteriscos (***), determinando una significancia

muy alta de los resultados a un nivel de confianza igual o superior al 99.9%.

4.5 Ensayos clonogénicos de supervivencia celular

4.5.1 Formacion de colonias

Para la determinacion de la tasa de supervivencia celular se realizO ensayos de
supervivencia clonogénica. Las células, previamente sincronizadas e irradiadas, se
cuantificaron con un contador automatico Luna Il ™. Se sembré 1000 células en 2 mL
de medio de cultivo en placas de 6 pocillos por triplicado. Finalmente, se incubd cada

placa entre 7 y 10 dias a 37 °C.

4.5.2 Tincién de colonias

Para tefiir las colonias, se elimind el medio de las placas a través de 2 lavados con PBS.
Seguidamente, se afiadié solucion de tincion a cada pocillo y se incub6 a temperatura
ambiente durante 30 minutos (Tabla7). Una vez concluido el tiempo de espera se lavo

la solucion de cristal violeta y se llevé a cabo el recuento de colonias celulares.

Solucién de tincion de colonias

0.25% cristal violeta
10% formaldehido

50% metanol

Tabla 7: Composicion de la solucién de tincion empleada para fijar y tefiir colonias celulares.

4.5.3 Andlisis de resultados

Finalmente, mediante el software Microsoft Excel, se llevé a cabo la determinacion de
las medias de las colonias celulares cultivadas por triplicado. Estos datos permitieron
obtener una estimacion precisa de la respuesta celular a las condiciones experimentales
evaluadas. Posteriormente, se analizd y comparé las diferencias observadas entre las

distintas muestras estudiadas. Para esta aproximacion experimental también se empled
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el Test t de Student, estableciendo como nivel de significancia estadistica estandar (o) el
valor 0.05.

4.6 Andlisis del ciclo celular por citometria de flujo
Para analizar la progresion del ciclo celular se usé citometria de flujo. A través de la
medicion del contenido en ADN poblacional, se pretende monitorizar y cuantificar la

duracion de los checkpoints tras generacion de DSBs en las distintas fases del ciclo.

4.6.1 Fijacion de células

Cada muestra se recogio en los tiempos correspondientes y se fijé en una solucion de
paraformaldehido al 4% durante 15 minutos a temperatura ambiente.

4.6.2 Preparacion de muestras para citometria de flujo

Finalizado el tiempo de fijado, se incubd el pellet celular en 500 pl de una solucion de
permeabilizacion y desnaturalizacion del ADN (Tabla 8) durante 30 minutos a 37 °C.

Solucion de permeabilizacion y
desnaturalizacion del ADN
2M HCI
0,5% Triton X-100

Tabla 8: Composicion de la solucién de permeabilizacion y desnaturalizacion del ADN.

A continuacidn, se resuspendié cada muestra en una solucién de PBS con 25 pg/mL de
RNasa A (Sigma-Aldrich) y 10 pg/mL de loduro de Propidio (PI, de sus siglas en
inglés; Sigma-Aldrich).

Tras una breve incubacion de 10 minutos en oscuridad y a temperatura ambiente, se

procedié a medir las muestras con el citometro MACSQuant® Analyzer 10 (Miltenyi).

4.6.3 Andlisis de resultados

Para analizar los resultados obtenidos en el citometro de los perfiles de ADN se uso el
software MACSQuantify.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Consecuencias para la supervivencia celular tras la generacion de DSBs

Dado que diversos estudios han demostrado que el tratamiento de células con radiacién
ionizante conduce a una menor supervivencia celular (Stobbe et al., 2002 y Giunta et al.,
2010), se estudid la supervivencia clonogénica para determinar la capacidad de

resistencia a los DSBs generados durante diferentes fases del ciclo celular a largo plazo.

. 25 - 61s
Cell survival k ns B o
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Figura 7: Supervivencia celular a largo plazo tras irradiar las muestras celulares a diferentes intensidades
durante las distintas etapas del ciclo celular. Células HelL a se sincronizaron en diferentes fases del ciclo
celular y posteriormente se irradiaron a la dosis indicada. Los datos estadisticos se obtuvieron a partir de
tres réplicas experimentales. (G1/S): Fases G1y S temprana. (G2): Fase G2. (PM): Prometafase. (LM):

Las ultimas etapas mitéticas (anafase/telofase).

Como se aprecia en la Figura 7, la supervivencia celular disminuyé a medida que
aumentO la dosis de radiacion para cada una de las fases del ciclo celular. En lo
referente a los DSBs generados durante las fases G1 y G2, la supervivencia a largo
plazo fue sustancialmente mayor que la observada durante prometafase y mitosis tardia.
En primera instancia, a dosis de irradiacion bajas (1 Gy), en las etapas correspondientes
a interfase, la supervivencia fue del 90%, mientras que durante prometafase disminuy6
hasta el 78%. Por otro lado, la supervivencia correspondiente a las ultimas etapas

mitoticas redujo severamente hasta un 40%.

En segundo lugar, se puede apreciar que la supervivencia tras irradiar a 2 Gy y 4 Gy

disminuyd de manera gradual durante interfase. Destaca que las células irradiadas en
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G2, con alta actividad de CDK y presencia de cromatida hermana, mostraron el mayor
porcentaje de supervivencia. Este resultado se debe probablemente a que, durante esta
fase se utiliza la HR como mecanismo de reparacion. Los DSBs, por tanto, pueden
repararse sin introducir mutaciones que en muchos casos resultan deletéreas, como

ocurre durante G1 con la ejecucion de la NHEJ.

Por otro lado, atendiendo a la supervivencia obtenida tras la generacion de roturas
durante mitosis, se observo que los DSBs generados durante prometafase proporcionan
mayor resistencia a la radiacion a largo plazo que los DSBs generados durante las
Ultimas etapas mitoticas. Esto sugiere que la presencia de cromatidas hermanas
alineadas y cohesionadas en prometafase presenta una oportunidad de reparar a través
de moldes intactos. Por el contrario, su ausencia en mitosis tardia provocd una caida
mas que notable de la viabilidad. Estos resultados pueden estar en concordancia con
estudios que proponen la nula reparacién en mitosis y su posterior procesado en el

siguiente ciclo celular (Stobbe et al., 2002; y Giunta et al., 2010).

A pesar de que la viabilidad disminuy6 drasticamente en mitosis con respecto a la
existente en interfase, cabe destacar que hay un porcentaje de células que si
sobrevivieron a los tratamientos (~50% (1 Gy), ~ 25% (2 Gy), y ~10% (4 Gy)). Este
hecho evidencia que a pesar de mostrar mayor sensibilidad, existié una proporcién de
células que evadio la muerte celular. Esto podria deberse a la aparicion de diversas
mutaciones, producto de roturas reparadas a través de procesos mutagénicos como la
MMEJ. Esta adquisicion de resistencia, trasladada al contexto de células tumorales,
supone un reto para las terapias antitumorales. Dado que en un tumor sélido existe un
mayor porcentaje de células transitando mitosis que en tejidos sanos, los tratamientos de

irradiacion podrian provocar la diversificacion genética del mismo.

5.2 Ejecucién de checkpoints

Una vez determinado que la sensibilidad a la radiacion ionizante de las células en
mitosis es ampliamente superior a la observada cuando los dafios se generan durante
otras fases, se determind si se encuentran ejecutando checkpoints de respuesta al dafio
en el ADN. Para ello se analizaron por Western blot los niveles de traduccién y
modificacion postraduccional de wuna bateria de proteinas implicadas en el

reconocimiento y la reparacion del ADN.
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5.2.1 Andlisis de expresion de las quinasas del checkpoint

En primer lugar, dado que se observo un porcentaje de células que sobrevivieron al
tratamiento, se estudid si estas se encontraban iniciando una DDR. Por ello, se
determind el nivel de expresion de la quinasa Chk1l. Esta comprende un papel principal
en la respuesta de dafio al ADN al promover la interrupcion del ciclo celular para dar

paso al mecanismo de reparacion (Lee et al., 2021).
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Figura 8: Expresion de la proteina Chk1 tras la generacién de DSBs en diferentes fases del ciclo celular.
Células HelLa fueron sincronizadas en diferentes fases del ciclo celular, posteriormente irradiadas con 4
Gy y lisadas una hora después. Los extractos totales fueron analizados mediante Western blot utilizando
los anticuerpos indicados. (G1): Fase G1. (G2): Fase G2. (PM): Prometafase. (LM): Las Gltimas etapas
mitéticas (anafase/telofase). (A): Western blot de un experimento representante (B): Cuantificacion de los
niveles de proteinas Chk1 en comparacion con el control de carga de Ku86 de 4 experimentos

independientes.

Observando la Figura 8, como era esperable, durante G1 y G2, los niveles de
expresion de Chk1l aumentaron después de la irradiacion. Esto se debe a que ante estas
condiciones la DDR se activo para detener el ciclo celular. Del mismo modo, se aprecia

un ligero aumento durante mitosis. Este resultado muestra que en condiciones de
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generacion de DSBs pueden estar activandose vias de reconocimiento y que este factor

puede presentar un papel relevante.

Luego, se buscd determinar los niveles de expresion de la quinasa Chk2. Esta se
encarga, entre otras funciones, de fosforilar a BRCA1 y por tanto promover la
reparacion del ADN por medio del mecanismo HR (Zannini et al., 2014). Ademas,
fosforila a su vez a Cdc45A (proteina dependiente de CDKZ2) para interrumpir la

continuacidn del ciclo tras la generacion de DSBs en la fase G1 (Stolz et al., 2011).
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Figura 9: Expresion de la proteina Chk2 tras la generacion de DSBs en diferentes fases del ciclo celular.
Células HeLa fueron sincronizadas en diferentes fases del ciclo celular, posteriormente irradiadas con 4
Gy y lisadas una hora después. Los extractos totales fueron analizados mediante Western blot utilizando
los anticuerpos indicados. (G1): Fase G1. (G2): Fase G2. (PM): Prometafase. (LM): Las Gltimas etapas
mitéticas (anafase/telofase). (A): Western blot de un experimento representante (B): Cuantificacion de los
niveles de proteinas Chk1 en comparacién con el control de carga de Ku86 de 4 experimentos

independientes.

Observando la Figura 9, se aprecié un aumento de la quinasa Chk2 en condiciones de
irradiacion durante G1 y G2. En estas condiciones se detiene el ciclo y se ejerce una
accion en respuesta al dafio tal y como se muestra en Zannini et al., (2014) y Stolz et al.,

(2011). No obstante, durante mitosis, los niveles de Chk2 se mantuvieron constantes
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después de irradiar células en prometafase y disminuidos en las mismas condiciones en
mitosis tardia. Estos resultados sugieren que durante esta fase, esta proteina se inactiva
0 se degrada parcialmente, no presentando relevancia en la DDR.

5.2.2 Determinacién de la activacion de Chkl

Dado que en el anélisis anterior los niveles de la proteina Chkl se vieron ligeramente
elevados durante mitosis tardia, se determiné la activacion de este factor analizando los

niveles de su fosforilacidon en el residuo de serina 345.
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Figura 10: Fosforilacion de Chk1 tras generacion de DSBs en diferentes fases del ciclo celular. Células
HeLa fueron sincronizadas en diferentes fases del ciclo celular, posteriormente irradiadas con 4 Gy y
lisadas una hora después. Los extractos totales fueron analizados mediante Western blot utilizando los
anticuerpos indicados. (G1): Fase G1. (G2): Fase G2. (PM): Prometafase. (LM): Las Ultimas etapas
mitéticas (anafase/telofase). (A): Western blot de un experimento representante (B): Cuantificacion de los
niveles de proteinas Chk1 en comparacion con el control de carga de Ku86 de 4 experimentos

independientes.

Observando la Figura 10, en interfase, los niveles de Chkl fosforilado aumentaron

considerablemente en condiciones de irradiacion (~ 30%). Esto evidencia su activacion
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para estimular la via de sefializacion que llevara a la reparacion de los dafios como se

argumenta en Smits et al., (2015).

Por otro lado, atendiendo a mitosis, no se aprecid activacion por medio de esta
fosforilacion en Chkl, disminuyendo en prometafase (~20%) y manteniéndose
constante en mitosis tardia. Esto podria sugerir que en mitosis tardia los DSBs no
estimulan la activacion de este factor. Sin embargo, cabe destacar que a diferencia de lo
que cabria esperar, los niveles referentes a la poblacion sin irradiar en todas las fases
fueron muy elevados. Probablemente esto se deba a que el tratamiento de sincronizacion

genera dafio en el ADN y por eso estimula la activacion de esta proteina.

5.2.3 Andlisis de expresion de la proteina mediadora RNF8

En segundo lugar, se buscé estudiar la expresion de proteinas adicionales de la DDR,
como RNF8, critica para la sefializacion en esta via. Esta E3 ligasa promueve el
reclutamiento de 53BP1 y de BRCAL estimulando la ejecucion de las dos vias de
reparacion de DSBs principales (Nakada et al., 2016).
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Figura 11: Expresion de la proteina RNF8 tras la generacion de DSBs en diferentes fases del ciclo
celular. Células HeLa fueron sincronizadas en diferentes fases del ciclo celular, posteriormente irradiadas
con 4 Gy y lisadas una hora después. Los extractos totales fueron analizados mediante Western blot
utilizando los anticuerpos indicados. (G1): Fase G1. (G2): Fase G2. (PM): Prometafase. (LM): Las
ultimas etapas mitoticas (anafase/telofase). (A): Western blot de un experimento representante (B):
Cuantificacion de los niveles de proteinas Chk1 en comparacion con el control de carga de Ku86 de 4

experimentos independientes.
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Observando la Figura 11, durante G1 y G2, los niveles de expresion de la proteina
RNF8 aumentaron en condiciones de irradiacion. Estos resultados concuerdan con los
comentados en Nakada et al., (2016) donde argumentan que durante estas fases se estan

activando los mecanismos canonicos de reparacion del ADN.

Por otro lado, atendiendo a mitosis, en prometafase, los niveles de RNF8 se
mantuvieron invariables. Sin embargo, a diferencia de lo que cabria esperar, durante
mitosis tardia los niveles de RNF8 se vieron ligeramente aumentados en condiciones de
irradiacion. Esto podria sugerir la aparicion de alguna funcion de esta proteina en estas
condiciones, aungue con este analisis no es posible determinarlo y seria interesante
determinar si aparecen acumulaciones de esta proteina en las regiones dafiadas, que se
puede observar mediante la formacion de focos en experimentos de

inmunofluorescencia.

No obstante, otra posible explicacion de esto podria ser que durante mitosis tardia el
factor RNF8 se asocia a diversas estructuras como el cinetocoro o los centrosomas
(Giunta et al., 2011). Del mismo modo, irregularidades en la actividad de esta proteina
se han asociado a errores durante la citocinesis (Zhou et al., 2019). Por lo que, su papel
en la regulacion de mitosis podria explicar el aumento observado en condiciones de
irradiacion, dado que, seria posible que su activacion se diera por mecanismos similares

a los ejecutados en respuesta a la aparicion de DSBs.

5.2.4 Andlisis de expresion de la proteina efectora Rad51

En tercer lugar, y dado el aumento observado en los niveles de expresion del
intermediario RNF8, se estudié la expresion de la recombinasa efectora Rad51. Esta
ejerce un papel principal en la basqueda e invasién de la cromatida hermana, que sera

utilizada como molde para la reparacion a través de la via HR (Ceccaldi et al., 2016).
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Figura 12: Expresion de la proteina Rad51 tras la generacion de DSBs en diferentes fases del ciclo
celular. Células HeLa fueron sincronizadas en diferentes fases del ciclo celular, posteriormente irradiadas
con 4 Gy y lisadas una hora después. Los extractos totales fueron analizados mediante Western blot
utilizando los anticuerpos indicados. (G1): Fase G1. (G2): Fase G2. (PM): Prometafase. (LM): Las
Gltimas etapas mitoticas (anafase/telofase). (A): Western blot de un experimento representante (B):
Cuantificacién de los niveles de proteinas Chk1 en comparacién con el control de carga de Ku86 de 4

experimentos independientes.

Al irradiar las celulas en fase G1, los niveles de Rad51 disminuyeron. Este resultado
esta en concordancia con lo mostrado en Chang et al., (2017), pues durante esta fase se
realiza la NHEJ como mecanismo de reparacién de dafios y no es necesaria la basqueda
e invasién de una cromatida hermana (Figura 12). Por otro lado, durante G2, los niveles
de Rad51 fueron significativamente aumentados en condiciones de generacién de DSBs.
Esto podria estar relacionado con la reparacion de DSBs principalmente via HR en esta
fase del ciclo celular (Li et al., 2008).

Finalmente, se observo que en mitosis, los niveles de Rad51 se encontraron invariables
después de la irradiacion en prometafase, o disminuidos tras la generacion de DSBs
durante anafase/telofase. Estos resultados podrian evidenciar que el mecanismo de
reparacion HR se encuentra suprimido durante esta etapa, tal y como se muestra en
Heijink et al., (2013) y Terasawa et al., (2014).
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5.2.5 Activacion de vias apoptoticas

Finalmente, se estudi6 si las células que mueren al ser tratadas con irradiacion durante
mitosis tardia estan activando vias apoptoticas de muerte celular programada. Para ello
se analiz6 por Western blot la estabilidad de la proteina PARP-1. En condiciones de
apoptosis, PARP-1 se hidroliza por las Caspasas 3y 7, por lo que se detecta a través de

una forma de la proteina con peso molecular menor.

IR- 4Gy
120KDa o - PARP-1

89 KDa s | Cleavage PARP-1

55KDa | ouesmp @  o-tubulin

Treatment

Cleavage PARP-1/Total PARP-1

Figura 13: Induccidn de apoptosis después de irradiacion. Células HeLa fueron sincronizadas en mitosis
tardia, irradiadas con 4 Gy y lisadas una hora después. Los extractos totales fueron analizados mediante
Western blot utilizando los anticuerpos indicados. Arriba: Western blot de un experimento representante.

Abajo: Cuantificacion del ratio PARP-1 hidrolizado/PARP-1 total en comparacion con el control de carga

de a -tubulin de 4 experimentos independientes.

Observando la Figura 13, durante las Gltimas etapas de la mitosis, se observé una banda
intensa de aproximadamente 120 kDa, que hace referencia a la proteina PARP-1 sin
degradar. También se apreci0 una banda muy tenue de alrededor de 89 kDa que hace
referencia a la proteina PARP-1 hidrolizada. Este pequefio porcentaje de hidrdlisis se
debe a la ejecucion de la apoptosis de manera intrinseca en el cultivo control, siendo
muy minoritaria. Sin embargo, la irradiacion de las células aument6 considerablemente

los niveles de PARP-1 hidrolizado hasta un 85%. Este resultado indica que las células,

26



efectivamente, son capaces de activar la muerte celular programada en condiciones de

DSBs durante mitosis tardia.

5.3 Analisis del ciclo celular después de irradiacion
Finalmente se analizé la capacidad de las células para detener y reanudar el ciclo celular
tras inducir DSBs en diferentes fases del ciclo celular. Se realizé a través de la medicién

del contenido de ADN a nivel poblacional mediante citometria de flujo.
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2n 4n
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Figura 14: Representacion grafica de los perfiles de ADN obtenidos a través de citometria de flujo sobre
muestras de una poblacion celular asincrénica. (2n): Poblacion celular con dotacién cromosémica 2n

(fase G1). (4n): Poblacion celular con dotacién cromosémica 4n (fase G2/M).

La Figura 14 muestra un perfil de ADN de células asincrénicas. La sefial de 2n hace
referencia a las células que tienen un contenido de ADN diploide, mientras que la sefial
de 4n alude a aquéllas que en el momento de la medicion son tetrahaploides. Esto
supone que las células en 2n se encuentran en G1. En 4n se detectan aquéllas que ya han
replicado y por tanto transitan en G2 y mitosis. La sefial correspondiente a los valores
intermedios entre 2n y 4n se detecta en células que estan replicando el ADN.
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Figura 15: Perfiles de ADN de irradiacion de células sincronizadas en diferentes fases del ciclo celular.
Las células Hela fueron sincronizadas en las fases indicadas (LM = mitosis tardia), se dejaron sin tratar o
se irradiaron con 4Gy, se liberaron del bloqueo y se fijaron en los momentos indicados. Los perfiles de
ADN se midieron mediante citometria de flujo tras permeabilizar las células y tratarlas con ioduro de

propidio.

Para analizar si las células pueden reanudar el ciclo celular tras inducir DSBs, estas

fueron sincronizadas, irradiadas y lavadas para permitirles reiniciar el ciclo celular.

La irradiacién de células en G1 y G2 provocO un retraso en la progresion del ciclo
celular. En G1, se aprecié como aquellas que fueron irradiadas progresaron con el ciclo
celular tras 7-24 horas desde el tratamiento, mientras que las células control avanzaron
mas rapido desde el bloqueo del ciclo celular. Por otro lado, las células irradiadas en G2
tardaron entre 3-7 horas en continuar el ciclo. Estos datos podrian mostrar que el
mecanismo de reparacion por HR usado durante G2, repara las roturas mas rapidamente
que el mecanismo de reparacion NHEJ que se utiliza en G1, tal y como se observa en
Nakada et al., (2016).
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Por otro lado, al observar los perfiles obtenidos de células de mitosis tardia, se aprecid
que las células irradiadas continuaron el ciclo tras 1 hora desde el tratamiento. Estos
datos muestran que en las ultimas fases mitoticas el ciclo no se detiene de forma
canonica como en el resto de fases. Este resultado, puede sugerir que los dafios
producidos no son reparados durante las Gltimas etapas de la mitosis. Sin embargo, otra
posibilidad seria que en caso de emplearse MMEJ como via de reparacion, las células
podrian reparar dichas roturas a medida que progresan con el ciclo celular.

Por Gltimo, atendiendo a la proporcion de células que han sufrido DSBs durante mitosis
tardia y que se encuentran en la siguiente G1, las que sufrieron dafio han tardado entre
3-7 horas en progresar en el ciclo. Comparando estos resultados con los obtenidos
cuando los dafios sucedieron en G1 (7-24 horas), se aprecio que en mitosis tardia el
ciclo progresa antes que durante G1. Esta diferencia podria deberse a que, aunque los
dafios no sean reparados directamente durante mitosis tardia, cabe la posibilidad de que
si sean reconocidos y marcados durante esta fase como se especifica en Blackford et al.,
(2020) y van Vaught et al., (2023). Esto facilitaria la posterior reparacion por las células
hijas dando como resultado una progresion del ciclo celular més rapida cuando los

DSBs son generados en mitosis tardia que cuando son producidos durante G1.
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6. CONCLUSIONES

Finalmente, en base a lo determinado en este estudio, las conclusiones son:

e La radiosensibilidad a largo plazo de las células durante las Gltimas etapas

mitdticas es mayor que la observada en interfase.

e Los DSBs en mitosis tardia provocan el aumento de los niveles de las proteinas
Chk1y RNF8, mostrando una activacion de la DDR.

e Sin embargo, Chkl no parece ser activado por fosforilacion de la serina 345

después del dafio en mitosis tardia.

e Las células que han sufrido DSBs durante las ultimas etapas de la mitosis

activan la apoptosis intrinseca.
e La generacion de DSBs durante mitosis tardia no interrumpe la progresion del

ciclo celular hasta la siguiente fase G1 donde se detiene entre 3 y 7 horas antes

de progresar.
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