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RESUMEN

Las estructuras de orden superior de la cromatina juegan un rol importante en la
regulacién de procesos nucleares tales como la transcripcién y la replicacion del ADN.
En este sentido, los estados de la cromatina (eu- y heterocromatina) podrian también
incidir en la sensibilidad de las células a clastogenos y/o en los mecanismos de
reparacion del dafio genético inducido. La marcacién de nudcleos interfasicos de
mamiferos con pulsos de 5-etinil-2'-deoxiuridina (EdU) ha evidenciado que la
replicaciéon del ADN es un proceso regulado temporal y espacialmente, siendo la
eucromatina (EC) replicada en fase S-temprana (ES) y la heterocromatina (HC) en
fase S-tardia (LS). La exposicion a agentes inductores de rupturas de doble cadena
(RDC) en el ADN induce la rapida fosforilacion de la variante histonica H2AX
(generando yH2AX) en una extensa region (2Mb) flanqueando la lesion, lo que permite
su visualizacion por inmunofluorescencia como foci nucleares. La deteccion directa del
dafio primario en la cromatina interfasica ha permitido profundizar en el estudio de la
sensibilidad de los diferentes dominios cromatinicos al dafio inducido y superar las
limitaciones asociadas al analisis de aberraciones cromosémicas (AC) en cromosomas
mitaticos, el cual refleja el resultado del procesamiento de las lesiones realizado por

las células y no el dafio genético primario.

Aunque diversos autores han postulado un predominio de yH2AX en EC, su
distribucion, cuando el dafio genético se induce en regiones de eu- o heterocromatina
replicante o en regiones potencialmente activas, no ha sido extensamente explorada.
En la presente tesis hemos analizado la distribucién del dafio primario (foci de yH2AX)
inducido por el agente radiomimético bleomicina (BLM, 40 pg/mL, 30 minutos) en
nucleos interfasicos de la linea celular CHO9 en relacion al estado de la cromatina
(regiones eucromaticas H3K4mes positivas), la cromatina replicante (regiones EdU
positivas) o potencialmente activa (foci de ser5P-ARN polimerasa Il). El estudio se
basé en la adquisicion de imagenes de z-stacks por microscopia confocal y la
evaluacion de colocalizacion empleando el algoritmo CDA (en el programa
SCIAN_Soft/IDL 7.0) o el algoritmo ICA y la determinacion de areas solapantes en

mascaras binarias (en el programa Image J).

Por una parte, el andlisis de colocalizacion entre foci de yH2AX y foci de ser5P-ARN
Pol Il indicé la colocalizacibn de ambas sefales, sugiriendo que la cromatina
potencialmente activa es mas susceptible al dafio inducido, posiblemente debido a su

menor grado de compactacion.



Por otra parte, la evaluacion de colocalizacién entre foci de yH2AX y regiones
eucromaticas (H3K4me; positivas) evidenciéo un predominio del dafio genético en las
regiones de EC en todas las fases del ciclo celular, reforzando la hip6tesis que postula
a las areas de cromatina decondensada como mas susceptibles a la induccién de
lesiones en el ADN. Pese a ello, el sesgo hacia regiones eucromaticas de los foci
de yH2AX fue diferente dependiendo de la fase del ciclo celular en que se encontraban
las células al ser expuestas a BLM (mayor o menor respecto a G1/G2 en ES y LS,
respectivamente). En concordancia, el andlisis entre foci de yH2AX y regiones
replicantes (EdU positivas) evidencié una colocalizacion del dafio inducido y las
regiones replicantes tanto en ES como LS. Estos resultados indican que la replicacion
de la eu/heterocromatina modula la distribucién del dafio primario, favoreciendo su
localizacién en las regiones de cromatina en replicacion durante el tratamiento con
BLM. Este fendmeno podria responder al desenrrollamiento local de la cromatina
hasta ADN desnudo durante la replicacién, incrementando el acceso de las moléculas
de BLM al ADN y/o la accesibilidad de quinasas involucradas en la fosforilacion de
H2AX.

Asimismo, la inspeccién visual de las imagenes fluorescentes revel6 en ambas fases
una localizacion recurrente de los foci de yH2AX en las regiones frontera entre
dominios replicantes y no replicantes. Estos hallazgos podrian deberse a: 1) un
fendmeno de migracién de foci hacia factorias o hubs de reparacién de RDC presentes
en subcompartimentos nucleares especializados, ubicados en las fronteras entre
dominios replicantes/no-replicantes; 2) una ubicacion preferencial de las lesiones
inducidas por BLM en las regiones denominadas TTR (Timing Transitions Regions),
correspondientes a segmentos de ADN localizados entre dominios de replicacion
temprana y tardia, las cuales han sido postuladas como regiones del genoma

particularmente sensibles al dafio genético.

Nuestros resultados permiten concluir que si bien la distribucion nuclear de los foci de
yH2AX inducidos por BLM depende de los estados de la cromatina y la replicacién del
ADN, podria sumarse a dicha modulacién el efecto de las regiones de transicion entre

replicones tempranos y tardios y/o la reparacion del dafio genético en factorias.



1. Introduccion

1.1 Cromatina

1.1.1 Heterocromatina y Eucromatina

En eucariotas, el ADN se encuentra empaquetado dentro del nucleo en forma de un
complejo nucleoproteico denominado cromatina, el cual es el resultado de la asociacion del
ADN gendmico con proteinas histonicas y no histonicas. El nucleosoma, la unidad de
repeticion basica de la cromatina consiste en 146 pb de ADN enrollados alrededor de un
octamero de histonas, el cual contiene dos copias de cada una de las histonas H2A, H2B,
H3 y H4. A este arreglo de nucleosomas regularmente espaciados en el ADN se lo conoce
como fibra de 11 nm. Utilizando colorantes béasicos para tefiir los nucleos celulares, Emil
Heitz [1928] advirtid que podian distinguirse dos tipos diferentes de cromatina en las células
eucariotas: la eucromatina (EC) y la heterocromatina (HC). Heitz definié la HC como las
regiones densas del nlcleo que mantenian su condensacion durante la interfase, mientras
que consider6 EC a aquellas regiones nucleares que se decondensaban rapidamente al
culminar la mitosis. Estos diferentes tipos de cromatina se encuentran mucho mejor
caracterizados actualmente: las regiones de HC presentan una conformacion mucho mas
compacta (definido por la accesibilidad a ADNasa | y enzimas de restriccion), replican
tardiamente durante la fase S y poseen, en general, muy bajo (o0 nulo) nivel transcripcional.
En contraste, las regiones de EC se encuentran relativamente decondensadas y accesibles
a las nucleasas, son ricas en genes activos y replican tempranamente durante la fase S
[Cheung & Lau 2005].

1.1.2 Tipos de Heterocromatina

Existen 2 tipos de HC: la HC constitutiva (HCc) y la HC facultativa (HCf). La HCc es un
componente habitual de los genomas eucariotas (30% en humanos y D. melanogaster y
hasta un 90% en ciertos neméatodos) la cual esta formada por un tipo particular de ADN,
denominado ADN satélite. Este consiste en un gran nimero de repetidos cortos en tandem,
que pueden estar interrumpidos por elementos transponibles. Estas secuencias repetidas
son altamente polimorficas presentando poca similitud entre especies. A nivel citolégico, la
mayoria de la HCc se observa en las regiones centroméricas, pericentroméricas y

teloméricas [Dillon 2004].

La HCc es estable, conservando sus propiedades heterocromaticas durante todas las
etapas del desarrollo y en todos los tejidos. También se caracteriza por un nivel reducido de

recombinacion meibtica, tendencia a formar agregados durante la interfase y represion de



genes eucromaticos cuando se encuentran en su cercania (efecto de variegacion por
posicion). Asimismo, se ha sugerido que la repeticion en tandem de las secuencias de ADN
satélite puede ser suficiente para dirigir per se la formacion de HC debido a su capacidad
para plegarse sobre si mismas [Grewal & Jia 2007]. En estas regiones, tanto en humanos
como en D. melanogaster, se han detectado algunos genes que podrian tener una
regulacion diferente a los localizados en la EC pues son reprimidos al ser reubicados en un
entorno eucromatico como consecuencia de reordenamientos cromosomicos [Corradini et al.
2007; Dimitri et al. 2009].

La HCf se halla constituida por ADN silenciado cuyos genes pueden ser activados durante el
desarrollo o en determinados tipos celulares. De esta forma, la HCf se ensambla Gnicamente
cuando es necesario silenciar genes en forma estable pero retiene el potencial para
interconvertirse entre HC y EC. Uno de los ejemplos mejor caracterizados de HCf es la
inactivacion, en forma aleatoria durante una etapa temprana de la embriogénesis, de uno de
los cromosomas X en hembras de mamiferos, generandose una regién (cuerpo de Barr)
visiblemente condensada dentro del nucleo. Usando métodos de tincién citologicos, la HCf
puede ser indistinguible de la HCc (cromosoma X inactivo) o puede asemejarse a la EC en
regiones especificas del nucleo. Los agrupamientos de HCf varian en tamafio y pueden
comprender desde cromosomas enteros (X inactivo) hasta unos pocos pares de bases (pb)
en promotores de genes silenciados dentro de una region gendmica particular [Trojer &
Reinberg 2007].

En mamiferos los diferentes tipos de cromatina pueden ser observados en cromosomas
metafasicos mediante técnicas de bandeo. A este respecto, el bandeo C permite identificar
las regiones de HCc mientras que los bandeos diferenciales (G- 6 R-) permiten visualizar las
regiones de HCf (bandas G+) y de EC (bandas R+) [Holmquist & Ashley 2006].

1.1.3 Modificaciones epigenéticas de las histonas y metilacién del ADN

Las histonas nucleosémicas pueden experimentar una serie de modificaciones post-
traduccionales como resultado de procesos de acetilacién, metilacion, fosforilacion,
ubiquitinacion, ADP-ribosilacion, entre otros. Estas modificaciones ocurren generalmente en
residuos aminoacidicos especificos de sus extremos N-terminales, generando una gran
diversidad en la estructura de los nucleosomas. El alto nUmero de combinaciones posibles
de cambios postraduccionales permite generar un amplio repertorio de sefiales para la
regulacién génica; fendmeno denominado “cddigo de histonas”. El cddigo de histonas
influencia las estructuras cromatinicas de orden superior afectando las interacciones entre

diferentes histonas y entre histonas y el ADN, ejerciendo un rol importante en la regulacion



de procesos nucleares, como la replicacion, transcripcién, recombinacion, reparacion del

ADN y condensacién cromosomica [Kouzarides 2007].

Cada tipo de cromatina esta asociada con un conjunto de modificaciones postraduccionales
diferentes. Las regiones de EC estan enriquecidas en histonas hiperacetiladas mientras que
la HC contiene histonas predominantemente hipoacetiladas. Estos procesos de acetilacion o
desacetilacion de histonas ocurren principalmente en las lisinas de sus dominios N-terminal,
estan mediados por acetil-transferasas y desacetilasas especificas y resultan esenciales
para el control de la expresién génica. En ese sentido, cabe subrayar que los complejos
activadores de la transcripcion suelen poseer subunidades con actividad acetil-transferasa
mientras que los complejos represores subunidades con actividad desacetilasa de histonas
[Kouzarides 2007].

Por otra parte, la metilaciéon de histonas en sus residuos de lisina resulta también esencial
para la regulacion de la expresion génica. Este proceso esta mediado por metiltransferasas
de histonas que tienen una gran especificidad en comparacion con las acetiltransferasas v,
en general, modifican una Unica lisina de una histona en particular. Al contrario de lo que
ocurre con la acetilacion, la metilacion de lisinas puede estar asociada con activacion o
represion transcripcional. Los residuos de lisina pueden ser, mono-, di- o trimetilados
generando mayor diversidad funcional en cada sitio de metilacién. La trimetilacion a nivel de
H3K4, H3K36 6 H3K79 es propia de la EC y estd casi invariablemente asociada con
activacion de la transcripcion. Por otra parte, la trimetilacion de H3K9, H3K27 y H4K20
caracteriza a la HC y esté relacionada con represion transcripcional [Bartova et al. 2008]. A
este respecto, se han utilizado anticuerpos especificos que detectan estas modificaciones
epigenéticas para visualizar los dominios eu- o heterocrométicos tanto en ndcleos

interfasicos como cromosomas mitoéticos.

La modificacion de histonas mejor estudiada es la metilacion de H3K9, catalizada por la
metiltransferasa de histonas Suv39h. Esta modificacion esta implicada no sélo en el
silenciamiento de genes sino también en el proceso de heterocromatizacion al proveer un
sitio de union para la proteina HP1 (Heterochromatin Protein 1). HP1 es capaz de unirse
tanto a Suv39h como a H3K9 trimetilada reclutando a Suv39h para metilar nucleosomas
adyacentes y propagar, de esta forma, la heterocromatizacion [Grewal & Jia 2007]. Dicha
propagacion es limitada por elementos frontera que delimitan las regiones de HC y EC,

evitando asi el silenciamiento de genes eucromaticos.

La transcripcibn de la mayoria de los genes en eucariotas es realizada por la ARN
polimerasa Il (ARN Pol 1), la cual junto a un gran namero de otras proteinas forma la

maquinaria responsable de este proceso. La ARN Pol Il esta formada por dos subunidades



principales, RPB1 y RPB2, y 10 subunidades menores [Kimura et al. 2002]. EI dominio C-
terminal de su subunidad RPB1 comprende mudltiples repetidos heptapeptidicos de la
secuencia consenso YSPTSPS. Este dominio sufre modificaciones postraduccionales,
incluyendo la fosforilacion en sus residuos de serina 2 (Ser2P) y serina 5 (Ser5P). Diferentes
estados o niveles de fosforilacion reflejan etapas y eventos particulares del proceso de
transcripcion. La ARN Pol Il es inicialmente fosforilada en serina 5 lo que posibilita su unién
a los promotores de los genes mientras que la forma elongante (activa) estéd fosforilada
también en serina 2. Al final de la transcripcion, la fosforilacién de la serina 5 es removida
mientras que la forma ser2P-ARN Pol Il se acumula en el extremo 3" de los genes [Egloff &
Murphy 2008]. Estas caracteristicas permiten diferenciar la cromatina potencialmente activa
(rica en ser5P-ARN Pol II) de la cromatina en proceso de transcripcion (rica en ser5P-ARN
Pol Il y ser2P-ARN Pol I1).

Otro mecanismo asociado con el silenciamiento epigenético es la metilacién del ADN. Este
proceso ocurre especificamente en la posicion C5 de los residuos de citosina de los
dinucleétidos CpG. Mientras que el ADN de la HCc se encuentra fuertemente metilado, la
metilacion es mas restringida en la HCf, observandose una fuerte metilacion sélo en las islas
CpG localizadas en las regiones promotoras de los genes. Su efecto de silenciamiento
génico esta en parte mediado por el reclutamiento de desacetilasas de histonas a través de
motivos de unibn a ADN metilado presentes en estas proteinas asi como por el
reforzamiento mutuo entre la metilacién de histonas y la metilacion del ADN, siendo ambas

requeridas para un silenciamiento génico estable y a largo plazo [Cheung & Lau 2005].

1.1.4 Arquitectura Nuclear y Territorios Cromosémi  cos

Dos niveles extremos de organizacion de la cromatina han sido verificados en los nucleos
celulares de la mayoria de los eucariotas: la fibra de 11 nm nucleosomal y los territorios
cromosomicos (TC). Por otra parte, ninguno de los modelos propuestos para explicar niveles
de organizacion de la cromatina de orden superior entre estos dos niveles ha recibido una
aceptacion general; incluso estudios de espectroscopia electronica han cuestionado la

existencia in vivo de la fibra de 30 nm [Fussner et al. 2011].

La organizacion en TC durante la interfase constituye una caracteristica basica de la
arquitectura nuclear. El concepto de TC fue acufiado por Theodor Boveri en [1909], quien
postulé que cada cromosoma visible durante la mitosis retenia su individualidad durante la
interfase y ocupaba una region particular del volumen nuclear. Pese a ello, el concepto de
TC perdi6é vigencia posteriormente pues la evidencia proporcionada por la microscopia
electronica sugeria un desenrrollamiento de los cromosomas en fibras cromatinicas

entremezcladas dentro de los nucleos interfasicos, sin revelar dominios cromosémicos

4



individuales. De esta forma, fue ampliamente aceptada la idea de que el nucleo celular
estaba compuesto de fibras y bucles de cromatina entremezclados semejando “un plato de

spaghetti” [Cremer & Cremer 2010], concepto difundido en los textos de Biologia Celular.

A comienzos de los afios “80 se obtuvieron las primeras evidencias experimentales de la
existencia de TC interfasicos en experimentos de microirradiacion con laser UV, los cuales
permitian inducir dafio en regiones definidas del nucleo celular. Los resultados mostraban
que el dafio no estaba distribuido aleatoriamente en muchos cromosomas sino que estaba
limitado a unas pocas regiones, sugiriendo que los cromosomas debian, por tanto, estar
organizados en TC [Cremer et al. 1982]. Asimismo, se hizo posible la deteccion de TC
individuales en placas metafasicas y nucleos interfasicos con el desarrollo de las técnicas de
hibridizacion in situ.

Si bien actualmente la disposicién en territorios de los cromosomas interfasicos es aceptada
como un principio basico de la organizacibn nuclear en animales y plantas se han
propuestos diferentes modelos (al menos parcialmente antagonicos) para explicar la
organizacién interna de cada TC y la relacion entre diferentes TC dentro del nucleo
interfasico. El modelo TC-CI (Figura 1) plantea que los nucleos estan constituidos por 2
componentes principales: los TC y el compartimento intercromatinico (CI) [Cremer & Cremer
2010]. En este modelo, los TC individuales forman una red cromatinica interconectada, la
cual se encuentra asociada espacialmente con una segunda red contigua tridimensional, el
Cl. Los TC se formarian a partir de los denominados dominios de cromatina de orden mayor
(CD, chromatin domain), los cuales presentan un contenido de ADN del orden de 1Mb.
Estos dominios representan unidades estructurales basicas que pueden ser visualizadas
durante la fase S como foci de replicacién luego de la incorporacion de anélogos de timidina

conjugados a fluoréforos.

El concepto de Cl implica la existencia de un espacio de canales contiguos, libre de ADN,
gque comienza en los poros nucleares y se expande como canales y lagunas permeando los
dominios cromatinicos entre TC y hacia el interior de cada uno de ellos. El CI es rico en
ribonucleoproteinas y alberga speckles de splicing y una variedad de cuerpos nucleares no
cromatinicos (de Cajal, PML, etc.). Estudios recientes de microscopia electronica y
nanoscoépicos (por debajo del limite de Abbe) han aportado evidencias que apoyan la
existencia del ClI asi como de una zona de cromatina decondensada (espesor menor a 200
nm) denominada regién pericromatinica [Rouquette et al. 2010]. Esta regién separa el Cl de
los dominios cromatinicos interiores mas condensados y, segun el modelo TC-CI,
representa el subcompartimento nuclear principal donde ocurren los procesos de
transcripcién, splicing cotranscripcional del ARN y replicacion del ADN [Rouquette et al.
2010].



A e Dominios B Territorio Cromosémico
; cromatinicos

/ '. O | e thp
@ 0 J'/) € Region
\& pericromatinica

~ Cl
977 wanst

TCs

Compartimento intercromatinico

Figura 1. Modelo TC-CI de arquitectura nuclear. (A) Territorios cromosémicos, el compartimento intercromatinico
y la regién pericromatinica. (B) Esquema hipotético de la arquitectura funcional nuclear de acuerdo a este
modelo. Los dominios cromatinicos son considerados los principales constituyentes de cada TC. El Cl se
expande entre estos dominios como un compartimento nuclear casi libre de ADN, conteniendo speckles de
splicing y cuerpos nucleares. Durante el proceso de transcripcién los genes son al menos parcialmente
decondensados en la regién pericromatinica localizada en la periferia de los dominios, generandose fibras
pericromatinicas (PF). Cada PF porta un transcripto naciente (verde) de un gen diferente. Las moléculas de ARN
Pol Il se simbolizan como puntos blancos en una linea (adaptada de Cremer & Cremer 2010).

Por otra parte, el modelo de la red intercromatinica (ICN, interchromatin network) sugiere un
entremezclado de las fibras de cromatina mucho mayor que el modelo TC-CI para explicar la
region de solapamiento relativamente extensa observada entre TC vecinos [Branco &
Pombo 2006]. El mismo predice un entremezclado de las fibras cromatinicas similar en el
interior de los TC individuales y entre TC vecinos, sin discriminacion entre interior y periferia
de los dominios cromatinicos. Este modelo rechaza la existencia del Cl y la regién
pericromatinica como compartimentos nucleares estructural y funcionalmente distintos y
postula que las maquinarias necesarias para ejecutar las principales funciones nucleares se
pueden formar tanto dentro del espacio intercromatinico presente entre las fibras

cromatinicas del interior de los TC como en las zonas fronterizas entre TC vecinos.

Otros modelos enfatizan la importancia funcional de bucles de cromatina gigantes (giant
chromatin loops) que emanan desde los TC para transportar genes, ubicados ya sea en el
mismo cromosoma o en diferentes cromosomas, a sitios remotos del volumen nuclear para
su transcripcion conjunta en factorias de transcripcion pre-ensambladas o hacia un
compartimento nuclear represivo lejano [Fraser & Bickmore 2007]. A este fendmeno de
convergencia génica a grandes distancias se le denomina gene kissing y exigiria
frecuentemente cambios de posicibn a gran escala dentro del nucleo. EI modelo TC-CI
postula que estos fendmenos serian sumamente infrecuentes. Si bien la existencia de estos
bucles ha sido documentada [Hakim et al. 2010] no se conoce su frecuencia ni los

mecanismos que generan su traslado a gran escala a través del espacio nuclear.

La cromatina nuclear posee una organizacion radial no aleatoria y especifica que parece
estar conservada en un amplio rango evolutivo. En esta configuracién, la HC y EC forman
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dominios particulares separados espacialmente dentro de los nudcleos interfasicos [Mistelli
2007]. La HC se halla adosada a la envoltura nuclear, en los cromocentros y alrededor de
los nucléolos; mientras que la EC se distribuye en el interior nuclear entre los
compartimentos de HC perinuclear y perinucleolar. A este tipo de organizacién nuclear se la
denomina arquitectura nuclear de tipo convencional. Aunque diferentes tipos celulares
pueden diferir en alguna medida respecto a esta organizacion; el patron descrito
anteriormente es casi universal. El mismo estd conservado en la evoluciéon, desde los
organismos eucariotas unicelulares a los multicelulares [Postberg et al. 2005] y también se

refleja en el patrén espaciotemporal de la replicacién del ADN (ver seccion siguiente).

Una explicacién posible para la estabilidad a través de la evolucion de este tipo de
organizacion puede ser el papel que la disposicion espacial de la cromatina juega en la
regulacién de la transcripcién [Fraser & Bickmore 2007]. La lamina nuclear y los bordes de
los nucléolos forman los principales compartimentos nucleares represivos. De hecho,
algunos genes son reposicionados desde la periferia nuclear al interior, cuando se vuelven
activos [Lanctot et al. 2007]. No obstante, su reposicionamiento hacia la periferia nuclear
suprime la transcripcion de algunos, aunque no de todos los genes [Reddy et al. 2008].
Aunque la mayoria de los genes que se transcriben se localizan en el interior nuclear,
estudios recientes han demostrado que las inmediaciones de los poros nucleares pueden

constituir también un dominio de intensa transcripcién [Akhtar & Gasser 2007].

Recientemente se ha observado una excepcion a la organizacién nuclear convencional. Los
nucleos de los bastones de la retina en mamiferos con estilo de vida nocturno muestran un
patron particular, donde la porcion central del nacleo esta ocupada por una Unica gran masa
de HC mientras toda la EC transcripcionalmente activa se localiza en la periferia. A este tipo
de arquitectura nuclear se la denomina invertida y constituye una adaptacion, especifica de

mamiferos a la vision nocturna [Solovei et al. 2009].

1.2 Replicacion de los compartimentos de eu- y het  erocromatina

La replicacion del ADN es un proceso estrictamente regulado a nivel espacial y temporal que
ocurre durante la fase S del ciclo celular, en el cual diferentes compartimentos genémicos
replican a diferentes tiempos. Esta asincronia en la replicacion estd altamente conservada

entre ciclos celulares consecutivos [Woodfine et al. 2004, Ryba et al. 2010].

La duplicaciéon de la cromatina en mamiferos implica dominios adyacentes de replicones
denominados RTD (Replication Timing Domains), los cuales comienzan y terminan la
replicacion de acuerdo a un programa asincronico predeterminado [Woodfine et al. 2004].

Cuando un dominio completa la replicacion, otro dominio adyacente inicia la sintesis del



ADN en forma consecutiva. En ratébn y humanos la asincronia en la replicacion puede
funcionar aleatoriamente entre replicones individuales dentro de un RTD y no aleatoriamente
entre diferentes RTD, generando un patron de replicacion diferente en cada fase S. Los RTD
son estructuras estables de los nucleos interfasicos de mamiferos, replicandose y

transcribiéndose en forma coordinada tanto temporal como espacialmente [Labit et al. 2008].

El marcado de nucleos interfasicos de mamiferos con pulsos de los analogos de base 5-
bromo-2'-deoxiuridina (BrdU) o 5-etinil-2'-deoxiuridina (EdU) ha demostrado la asincronia y
la distribucion espacial especifica de la replicacién del ADN. El patron de replicacion de fase
S temprana (early S, ES) se caracteriza por foci de replicacion dispersos en el
compartimento nuclear interno, con ausencia de foci en la periferia 0 adyacentes a los
nucléolos. Este patron cambia con el avance de la fase S. En fase S media (middle S, MS)
la mayoria de los foci aln se localizan centralmente aunque algunos mapean en la periferia
nuclear y alrededor de los nucléolos. Por dltimo, la replicacion en fase S tardia (late S, LS)
solamente ocurre en la region adyacente a la envoltura nuclear, en los cromocentros y

alrededor de los nucléolos (Figura 2) [Ma et al. 1998].

Figura 2. Patrones de replicacion de fase S temprana (ES) o tardia (LS) en ndcleos de la linea celular CHO9
revelados por incorporacién de EdU y posterior deteccién quimica con una azida conjugada a AlexaFluor 488
(verde). (a) nucleo en fase ES con replicacion del compartimento interno. (b) ndcleo en fase LS mostrando la
replicacién del compartimento periférico, cromocentros y alrededor de los nucléolos (extraida de Di Tomaso et al.
2012, en prensal.

En general la cromatina con actividad transcripcional (EC) replica tempranamente (fase ES)
mientras que la HCc lo hace tardiamente (fase LS). Por otra parte, la HCf replica
tempranamente si sus genes tejido-especificos estan siendo expresados y tardiamente si no
lo estan [Jeon et al. 2005]. En eucariotas superiores los clusters de replicones de replicacion
temprana alternan sus actividades de replicacion y transcripcion. Empleando marcadores
fluorescentes se ha observado que en fase ES los foci de replicacion activos se encuentran
transcripcionalmente inactivos y solo reanudan la transcripcion luego de finalizada la

replicacion.

La asincronia en la replicacién de la cromatina se establece tempranamente en la fase G1

del ciclo celular, coincidiendo con el anclaje y posicionamiento de segmentos cromosomicos
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en lugares especificos dentro del nucleo. Tanto el anclaje como el posicionamiento de los
cromosomas resultan centrales en la organizacion de los compartimentos eu- y
heterocromaticos y el establecimiento de la dinamica temporal de replicacion y actividad
transcripcional [Dimitrova & Gilbert 1999]. Las modificaciones en la organizacién subnuclear
de la cromatina estan asociadas con cambios en la dinAmica de replicacion durante el
desarrollo. Por ejemplo, durante las primeras etapas de la diferenciacion de células B,
ambos alelos transcriptos del locus de la cadena pesada de la inmunoglobulina IgH estan
ubicados centralmente en el nucleo y replican en forma temprana. En etapas de
diferenciacién avanzadas, en cambio, el locus de IgH es reposicionado a la periferia nuclear,

para ser reprimido y replicado tardiamente [Zhou et al. 2002].

Los clusters de replicacion se corresponden con bandas de los cromosomas metafasicos.
Las bandas C (HCc) replican en LS, la HCf de las bandas G-oscuras se duplica temprana o
tardiamente dependiendo de su expresion tejido-especifica, mientras que los patrones de
replicacion temprana caracterizan la EC de las bandas G-claras [Craig & Bickmore 1993]. El
analisis en la asincronia de duplicacién por PCR cuantitativo de la region frontera entre las
bandas G-clara 13g14.3 y G-oscura 13g21.1 en humanos ha mostrado que la region G-clara
de la frontera replica tempranamente mientras que la G-oscura replica tardiamente. Sin
embargo, un analisis mas detallado usando primers de PCR espaciados a intervalos de
~150 Kb mostré que el cambio en la dinAmica de replicacion entre bandas G-claras/G-
oscuras ocurre gradualmente desde fases ES-MS a LS sobre una region de 1-2 Mb
[Takebayashi et al. 2005]. Los segmentos de ADN correspondientes a estas regiones entre
dominios de replicacion temprana y tardia se denominan TTR (Timing Transition Regions)
[Méndez 2009].

Se ha mostrado una correlacion entre la asincronia en la replicacion y modificaciones
epigenéticas en la cromatina. Los dominios de replicacién temprana se relacionan con
modificaciones asociadas con actividad transcripcional (H3K9ac, H3K27ac, H3K4me,
H3K36me H3K79me) mientras que las modificaciones epigenéticas represoras (H3K9me,
H3K27me and H4K20me) estan ligadas a replicacion tardia [Pokholok et al. 2005].

En mamiferos, diferentes motivos de secuencia discretos o difusos pueden potencialmente
actuar como identificacién del origen de replicacion (ORI, Origin Replication Identification),
en los cuales un gran numero de proteinas se unen formando complejos de replicacién. El
denominado complejo de pre-replicacion (pre-RC, pre-Replication Complex) se asocia con
origenes de replicacion potenciales en fase G1. Este complejo incluye el complejo de
reconocimiento de origen (ORC, Origin Recognition Complex), el cual reconoce los origenes

de replicacion y las proteinas denominadas MCM [Yang et al. 2010].



La accesibilidad de factores de iniciacién a origenes de replicacién puede ser regulada por
la localizacion nuclear de estos ultimos respecto a los estados de la cromatina. Por ejemplo,
el locus de a-globina (de replicacion temprana) se localiza dentro de una banda G-clara. El
reposicionamiento de este locus hacia la periferia nuclear heterocromética retrasa el inicio
de la replicacién al restringirse el acceso de factores de iniciacion a su origen de replicacion
[Smith & Higgs 1999].

En metazoarios, la asincronia en la replicacion es controlada durante la fase S por un punto
de control (checkpoint) del ciclo celular regulado por ATR/CHK1. La transicion desde
replicacion temprana a tardia durante la fase S esta acoplada con la activacion de este
punto de control en fase S-media, el cual inhibe el inicio de replicones tardios. Se ha
reportado que la inhibicién de CHK1 genera un encendido mas temprano de algunos ORI de
encendido tardio. De esta forma, este checkpoint juega un rol en la regulacion de la
asincronia de replicacion y la progresion por la fase S [Niida et al. 2007]. La metilacién del
ADN vy de histonas podria afectar el momento de replicacion a través de la via de control
ATR/CHK1, aunque la relacién entre estos procesos aun no se ha dilucidado [Unnikrishnan
et al. 2010].

Luego de la union de pre-RC en los ORI, un complejo proteico de preiniciacion (Pre-Initiation
Complex, pre-IC) se ensambla sobre las proteinas MCM, junto con factores requeridos para
la unién de la polimerasa de replicacion. La asociacion a la cromatina de pre-RC y pre-IC es
asincroénica, permitiendo la inhibicién de pre-RC y la activacién de pre-IC por las proteinas
de control de ciclo celular CDK (Cyclin-Dependent Kinases). Esta regulacién permite que la
replicacién ocurra solamente una vez por ciclo celular, en un momento especifico, y asegura
que el ciclo celular no pueda avanzar hasta que los controles se hayan cumplido. La
finalizacion de la replicacién es necesaria para una condensacién cromosémica completa.
Mutantes ORC de Drosophila incapaces de completar la fase S tienen defectos no solo en la
replicacion del ADN sino también en la progresion a través del ciclo celular y la

condensacion cromatinica [Loupart et al. 2010].
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1.3 Dano Genético

1.3.1 Rupturas de doble cadena en el ADN

La ruptura de doble cadena en el ADN (RDC) es la lesion principal que conduce a la
generacion de aberraciones cromosémicas (AC), inestabilidad gendmica, tranformacion
oncogénica y muerte celular [Obe et al. 1992]. Las RDC pueden ser causadas por radicales
libres, generados durante el metabolismo oxidativo o creadas como subproductos de
procesos celulares normales, como la replicacién del ADN, el reordenamiento de genes de
inmunoglobulinas y de receptores de células T, en células B y T respectivamente, y la
recombinacion meidtica en células germinales. También pueden ser causadas por
radiaciones ionizantes (RI) y drogas quimioterapicas, incluyendo agentes radiomiméticos
como la bleomicina (BLM) e inhibidores de la topoisomerasa Il, como el etopdsido.
Asimismo, pueden generarse este tipo de lesiones cuando las horquillas de replicacion se
encuentran con otras formas de dafio, como modificaciones de bases y uniones cruzadas o

durante la reparacion de las mismas.

Para prevenir la acumulacién de mutaciones que podrian originar la muerte de la célula o
producir una proliferacion celular descontrolada y el desarrollo de cancer, se han establecido
sistemas de vigilancia del genoma para reparar este dafio. Estas vias de respuesta al dafio
(DNA Damage Response; DDR) involucran la integracion de procesos de deteccion del
dafo, reparacion, control del ciclo celular y muerte celular programada. Las células
eucariotas han desarrollado dos vias principales para la reparacion de las RDC una de las
cuales es dependiente y la otra independiente de la presencia de secuencias homoélogas
para procesar el dafo: la reparacibn por recombinacion homologa (Homologous
Recombination, HR) y la reparacion por reasociacion no homéloga (Non-Homologous End
Joining, NHEJ), respectivamente [resumidos en Goedecke 2007]. La via de reparacion por
HR utiliza la crométida hermana no dafiada como molde para reparar las RDC, siendo por
ello activa principalmente en fases S y G2. Esta via implica una manipulacion significativa de
ambos cromosomas pues ocurren procesos de recorte (resection) de hebras en la molécula
dafada, invasion de una de las hebras intactas mediada por RAD51, formacion de un D-
loop, sintesis de ADN Yy finalmente resolucién del intermediario de Holliday. Por otro lado, el
mecanismo de NHEJ se basa en la religacion de los extremos de ADN rotos realizando la
union de los extremos dafiados sin un gran requerimiento de homologia de secuencia entre
ellos. Al no requerir sinapsis del ADN dafiado con una molécula de ADN no dafiada
propende a la produccion de errores en el sitio de reparacion, tales como pequefias
inserciones y/o delecciones. Sin embargo, dependiendo del tipo de ruptura, esta via puede

también reparar RDC sin pérdida de nucleétidos. En mamiferos, predomina la via NHEJ en
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todas las fases del ciclo celular aunque es principalmente operativa durante la fase G1 y

primeras etapas de fase S.

1.3.2 Bleomicinas

Las BLM son una familia de glicopéptidos aislados originariamente en Streptomyces
verticillus por Umezawa et al. [1966] que presentan una potente actividad antitumoral contra
linfomas, céanceres de cabeza y cuello y testiculo; siendo un componente importante en
protocolos de quimioterapia contra estos tumores. Los miembros de la familia de BLM
comparten una misma estructura central (ver seccidén siguiente) aunque difieren en los
azucares y extremos con cargas positivas que presentan. Las BLM requieren un metal de
transicion reducido (Fe (Il) o Cu (I)), oxigeno y un agente reductor de un electrén para
generar una BLM activada. La forma activada puede autodestruirse, oxidar lipidos, hidrolizar
enlaces amida en proteinas e iniciar eventos de clivaje quimico especificos de secuencia en
el ARN y ADN; en el Ultimo caso a través de una via dependiente de radicales libres [Chen &
Stubbe 2005].

La BLM puede catalizar la formacion de rupturas de simple (RSC) y doble cadena en el
ADN, generando un tipo de dafo similar al observado por RI. De acuerdo a la secuencia de
ADN involucrada, el cociente entre lesiones de simple y doble hebra (RSC/RDC) fluctia de
6:1 a 20:1. Las RDC generadas son la fuente principal de citotoxicidad de esta droga
induciendo diferentes tipos de muerte celular dependiendo de la dosis. A bajas dosis, las
células se acumulan en G2/M y sufren una muerte celular mitética lenta, mientras que a
altas dosis la droga puede actuar como una micronucleasa, generando RDC generalizadas y

el rapido desenlace de un proceso apoptético [Tounekti et al. 2001].
1.3.2.1 Estructura molecular

Las BLM presentan varios dominios funcionales: el dominio de unién a metales, la region de
conexioén (linker), el extremo bitiazdlico y azucares (disacéaridos) (Figura 3). El dominio de
union a metal contiene los ligandos (&tomos de nitrégeno, N) involucrados en la formacién
del complejo octaédrico con los metales de transicion. Los grupos amino N3 y N4 del grupo
pirimidinico de las BLM parecen definir la especificidad de secuencia de la ruptura en el
ADN, uniéndose a los grupos amino N3 y N2 de una guanina en 5" respecto al sitio de
ruptura pirimidinico (conocido como la regla 5°-G-Py-37). Este grupo pirimidinico,
interactuando en colaboracion con el extremo bitiazélico es responsable de la unién al ADN.
La unién puede ocurrir por intercalamiento o por interacciones con el surco menor. Los
grupos cargados positivamente del extremo bitiazoélico potencian la unién electrostética de la
BLM al ADN. La region de conexion es esencial también para un eficiente clivaje de doble

cadena mientras que el rol de los azlcares permanece incierto [Chen & Stubbe 2005].
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Figura 3. Estructura de las bleomicinas. Se observa el dominio de unién a metales (verde), los atomos de
nitrégeno que coordinan el metal (negro), la region de conexion (linker, rojo), el extremo bitiazélico (azul) y
ejemplos del disacarido (R) y de colas cargadas positivamente (R') (adaptada de Chen & Stubbe 2005).

1.3.2.2 Mecanismos de induccién de dafio en el ADN

La BLM activada se forma por la union de la BLM a Fe (Il) 6 Cu (l), seguido por la unién del
oxigeno y la reduccion por un agente reductor. Este intermediario tiene una vida media de
pocos minutos y es responsable de iniciar el dafio en el ADN. Tanto las RSC como las RDC
son iniciadas por la BLM activada la cual, directa o indirectamente, remueve el atomo de
hidrogeno 4" del C4" del grupo desoxirribosa de una pirimidina ubicada en direccion 3’
respecto a una guanina en el ADN, iniciando el proceso de clivaje de hebra simple.
Dependiendo de la disponibilidad de O, este intermediario radical 4" puede dividirse en dos
vias diferentes: i) el intermediario es oxidado a un 4" carbocation generando, por adicién de
agua, un sitio abasico oxidado en 4° o ii) el intermediario 4" radical reacciona con O,
formando un radical 4" -peroxi que luego es reducido a 4°- hidroperéxido. Este grupo sufre
una serie de transformaciones quimicas complejas generando en dltima instancia un ADN
con un gap con extremos 3" fosfoglicolato/5” fosfato (3"-PG/5°-P) y una pirimidina propenal
(Figura 4).

Diversos autores han postulado que la misma molécula de BLM luego de generar el gap en
el ADN vy ser reactivada, es capaz de generar un segundo clivaje provocando la doble

ruptura [Povirk et al. 1989]. Empleando resonancia magnética nuclear 2D, Vanderwall et al.
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[1997] han aportado un modelo para explicar como una Unica molécula de BLM puede
efectuar una RDC sin disociarse del ADN. Este modelo implica en primer lugar la unién al
ADN, por intercalamiento parcial del extremo bitiazolico, de la BLM en direccion 3" respecto
al primer sitio de ruptura. Luego, la molécula de BLM es reposicionada a la segunda hebra
por rotacion de 180° alrededor del enlace C-C que conecta los dos anillos tiazélicos y una
posterior rotacion de 117° alrededor del eje perpendicular al anillo bitiazélico. EI mecanismo
gue activa el reposicionamiento de la BLM en el segundo sitio de clivaje y la tasa relativa de
este proceso respecto a la disociacion del ADN juegan un rol clave en la identificacion de hot
spots para el clivaje de doble ruptura. Resultados posteriores mostraron que multiples
modos de unién de una Unica molécula de BLM puede llevar al clivaje de doble cadena (no
sé6lo el intercalamiento parcial originalmente propuesto) y ademas que este tipo de rupturas
podrian estar mediadas también por dos moléculas de BLM dependiendo de la estructura y

conformacion de los sustratos de ADN [Chen et al. 2008].
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Figura 4 . Induccién de dafio sobre el ADN por parte de la bleomicina activada. Se observan los posibles destinos
del intermediario radical 4" dependiendo de la disponibilidad de O, (adaptada de Chen & Stubbe 2005).
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1.3.3 Foci de yH2AX
1.3.3.1 Caracteristicas

En mamiferos la variante de la histona H2A, denominada H2AX, representa un 2-25% del
total de histona H2A dependiendo de la linea celular y del tejido examinado. Esta proteina
posee una funcién especifica en la reparacién del ADN pues es fosforilada localmente en la
vecindad de las RDC, generando la forma denominada yH2AX. Esta fosforilacion ocurre en
humanos en el residuo de serina 139 cercano al extremo C-terminal de la molécula. La
modificacion de H2AX ocurre también en células que sufren fragmentacién del ADN por
apoptosis asi como debido a las RDC que se forman como intermediarios transitorios en los
reordenamientos gendmicos dentro de las inmunoglobulinas y los genes receptores de

células T [Rogakou et al. 1998].

Inmediatamente luego de la induccion de una RDC, cientos o incluso miles de moléculas de
yH2AX se originan en su vecindad, precediendo el ensamblado secuencial de proteinas de
reparacion. La fosforilacion de H2AX no se limita a la inmediata vecindad de la RDC sino
gue se expande en una regién extensa de cromatina a su alrededor (~2 Mb de cromatina;
2000 moléculas de yH2AX) [Rogakou et al. 1999]. La presencia de yH2AX puede detectarse
luego de unos minutos en células expuestas a RI, alcanzandose un maximo 10-30 minutos
post-irradiacién [Rogakou et al. 1998]. La modificacion de H2AX en respuesta a la induccién
de RDC es un mecanismo evolutivamente conservado desde levaduras a humanos que
parece ser critico para modificar la organizacién de la cromatina a nivel local, en el entorno
de la RDC, e incrementar la accesibilidad al ADN de los factores de reparacion que
colocalizan en los foci. La induccién de RDC genera un relajamiento de la estructura
cromatinica en la vecindad de las RDC correspondiente a una reducciéon de 30-40% en la
densidad cromatinica [Kruhlak et al. 2006]. La decondensacion puede llegar hasta la fibra de
11 nm, lo cual coincide con un incremento en la presencia de proteinas no histonicas
[Dellaire et al. 2009].

Como consecuencia del dafio en el ADN se pueden activar tres quinasas de proteinas
relacionadas, pertenecientes a la familia de quinasas de tipo fosfatidilinositol-3, para
fosforilar a H2AX: DNA-PK, ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated) y ATR (ATM and Rad3
Related). Estas quinasas forman parte de un sistema de monitoreo que detecta el dafio en el
ADN, genera una cascada de sefialamiento y recluta enzimas de reparacion a los sitios de
dafio. Diversos estudios han permitido establecer los factores fundamentales en la
activacion de cada quinasa. ATM y DNA-PK son activadas por RDC mientras que ATR es
activada por regiones de ADN simple hebra (ADNsh) que surgen por el bloqueo de

horquillas de replicacién o durante el procesamiento de lesiones voluminosas [L&brich et al.
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2010]. Si bien DNA-PK y ATM tienen un rol solapado en la fosforilacion de H2AX
dependiente de RDC, la fosforilacién de H2AX in vivo se encuentra practicamente ausente
en células Atm-/- (sin alelos para el gen Atm) mientras que es normal en células DNA-PKc-/-
(sin alelos para este gen) [Burma et al. 2001]. De esta forma, ATM parece ser la principal
guinasa asociada con la fosforilacion de H2AX bajo condiciones fisiol6gicas normales,
mientras que DNA-PK es responsable de los niveles minimos de fosforilaciéon de esta
proteina observados en células Atm-/-. Los mecanismos involucrados en el reconocimiento
de las RDC es aun motivo de controversia. Un modelo sugiere que los cambios en la
estructura de la cromatina iniciados por la liberacion de las restricciones topolégicas en el
ADN inducida por las RDC son suficientes para activar ATM. Otro modelo sugiere que el
complejo MRN (MRE11-RAD50-NBS1) es esencial en este proceso pues reconoce el ADN
dafiado, recluta a ATM al sitio de dafio e induce la fosforilacion por parte de ATM de sus
respectivos sustratos. En cualquier caso, la ATM activada fosforila a H2AX facilitando el
reclutamiento de MDC1, las ubiquitin-ligasas RNF8 y RNF168, y el mediador 53BP1 [Cann &
Dellaire 2011]. Estos fendmenos inician el ensamblado en los foci de proteinas de

sefialamiento del dafio, control del ciclo celular y reparacion del ADN (Figura 5).

A diferencia de lo que ocurre con las rupturas inducidas directamente, las RDC asociadas a
estrés replicativo o dafio por UV son detectadas por ATR, que tras su activacion puede
fosforilar a H2AX. ATR es activada por regiones de ADNSsh, las cuales pueden originarse en
horquillas de replicacion bloqueadas o luego de la reparacién de lesiones voluminosas
durante el pasaje por fase S. La activacion de ATR requiere un fragmento considerable de
ADNsh no siendo activada por nicks de simple hebra o pequefios gaps. De esta forma, la
fosforilacion de H2AX mediada por ATR puede no reflejar necesariamente la presencia de
RDC y explicar la presencia de niveles basales de foci de yH2AX en algunos tipos celulares

durante fase S en ausencia de tratamientos inductores de dafio [L&brich et al. 2010].

Sorprendentemente, el reclutamiento de proteinas de reparacion y control del ciclo celular a
los sitios de RDC no es dependiente de la generacion previa de foci de yH2AX, ya que las
células deficientes en H2AX irradiadas con rayos X son capaces de reparar RDC y detener
su progresion a través del ciclo celular [Celeste et al. 2003]. Esto indica que los foci no son
indispensables para el reclutamiento inicial de proteinas y las etapas tempranas de
reparacion y sefializacion. Sin embargo, los foci son necesarios para concentrar y retener
las proteinas en la vecindad de las RDC. Esto parece ser importante para la reparacion de
lesiones persistentes, pues las células deficientes en H2AX son mas radiosensibles que las
células salvajes y los ratones mutantes para H2AX muestran una disminucion de la
estabilidad gendmica y una susceptibilidad aumentada a carcinégenos y RI [Celeste et al.
2003].
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Figura 5. yH2AX en el sefialamiento de la respuesta al dafio en el ADN. Luego de la fosforilacion inicial de H2AX
por ATM o DNA-PK, una reaccién de nucleacién se inicia con el reclutamiento de MDC1 y posteriormente del
complejo MRN para activar nuevamente a ATM. Esto genera un loop de retroalimentacion que conduce a la
fosforilacion adicional de H2AX y a las modificaciones cromatinicas requeridas para el reclutamiento de 53BP1.
La cascada de activacion finaliza con el reclutamiento de RNF8 a la MDC1 fosforilada y la poliubiquitinacion de
H2AX para reclutar BRCA1/BARD1 (adaptada de Kinner et al. 2008).

Luego de la reparacion del dafio las modificaciones de histonas y los cambios en la
cromatina inducidos durante el proceso de reparacion deben ser revertidos para que la
estructura cromatinica previa al dafio sea restablecida. En células de mamiferos, las
fosfatasas PP2A y PP4 han sido identificadas como las responsables de remover los
fosfatos de yH2AX, permitiendo la finalizacion de la sefial de dafio, aunque no se ha logrado
determinar si la desfosforilacion ocurre in situ o si requiere la remocion previa de yH2AX de

la cromatina [Cann & Dellaire 2011].
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1.3.3.2 Deteccion de foci de yH2AX

Puesto que la fosforilacion de H2AX se expande una gran distancia (Mb) entorno al sitio de
ruptura, las RDC pueden ser evidenciadas como foci discretos en nucleos interfasicos o
cromosomas mitéticos utilizando anticuerpos especificos marcados con fluoréforos que
reconocen el residuo fosforilado de yH2AX. Esta metodologia es altamente sensible,
permitiendo detectar RDC cuando existen pocas lesiones en el ADN. Ademas, se ha
observado una relacién préxima a 1:1 entre las RDC presentes y el nimero de foci
observados [Rogakou et al. 1999], lo cual permite cuantificarlas directamente en células
individuales mediante el conteo de foci por microscopia de fluorescencia o citometria de
flujo. Un analisis mas exhaustivo implica la toma de imagenes por microscopia LASER
confocal (ver seccion 1.4) y el posterior uso de programas de procesamiento de imagenes
para determinar, por ejemplo, su nimero y localizacion dentro del nucleo asi como su

distribucion en tamario e intensidad de fluorescencia.

Esta metodologia ha reemplazado los métodos fisicoquimicos tradicionales de cuantificacion
de RDC basados en la reduccién en el tamafio de las moléculas de ADN asociado al dafio,
como la electroforesis en gel de células individuales (ensayo cometa) o la electroforesis en
gel de campo pulsado (PFGE). Estos métodos no permiten estimar facilmente el nUmero de
RDC y presentan una baja sensibilidad en comparacién con las metodologias de deteccion
de yH2AX [Kinner et al. 2008]. Por todo esto, la inmunodeteccion de yH2AX utilizando
anticuerpos especificos, se ha convertido en un procedimiento estdndar para evaluar la

induccidn y reparacion de RDC generadas tanto directa como indirectamente.

Sin embargo, el uso de yH2AX como indicador de RDC presenta algunos inconvenientes: 1)
como ya se ha mencionado, otros tipos de lesiones pueden llevar también a la formacion de
foci [Kinner et al. 2008]; 2) se ha reportado que H2AX puede ser fosforilada en forma
independiente de la presencia de RDC durante la condensacion cromosomica en G2/M,
aunque los foci asociados a este proceso presentarian un tamafio significativamente menor
[McManus & Hendzel 2005]; 3) la cinética de reparacion de las RDC y la de
formacion/desaparicion de los foci no se corresponden exactamente. El numero de foci se
incrementa gradualmente durante los primeros 30-45 minutos luego de la induccién de dafio
pese a que los resultados obtenidos por el ensayo cometa o PFGE muestran que en ese
lapso una fraccion considerable de las RDC ya ha sido reparada. De esta forma, no se ha
logrado determinar aun si la ausencia de foci visibles se correlaciona exactamente con el fin
del proceso de reparacién o si ocurre un retraso debido al tiempo adicional necesario para

reconstruir totalmente la estructura cromatinica.
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1.3.4 Estructura de la cromatina y dafio genético

Diversos trabajos han evidenciado que las estructuras de orden superior de la cromatina
juegan un rol importante en la regulacion de procesos nucleares tales como la transcripcion
y la replicacion del ADN. En este sentido, podemos preguntarnos si la estructura de la
cromatina puede también afectar la sensibilidad de las células a agentes clastogénicos y/o
los mecanismos de reparacion del dafio inducido. En otras palabras, cabe preguntarse si
dominios cromatinicos estructural y funcionalmente distintos difieren en su sensibilidad a la

induccién de RDC y en los mecanismos y eficiencia en la reparacion de estas lesiones.

Hasta hace poco tiempo, la sensibilidad de los distintos tipos de cromatina a Rl y agentes
radiomimeéticos se evaluaba a través de la frecuencia de AC inducidas en la HC versus la
EC en cromosomas mitoticos. Por una parte, se han postulado sensibilidades desiguales de
los diferentes tipos de cromatina al dafio inducido por clastégenos, afirmandose que las
bandas G-claras (EC) exhibirian una mayor sensibilidad que las bandas G-oscuras o bandas
C (HCf y HCc, respectivamente) [Folle et al. 1998]. En este sentido, se observé que los sitios
sensibles a ADNasa | mapeaban preferentemente en bandas G-claras [Folle et al. 1997].
Asimismo, Martinez-Lépez et al. [2001] observaron una localizacion predominante de los
puntos de ruptura producidos por endonucleasas y Rl en cromosomas de CHO en las
regiones cromosomicas ricas en histona H4 hiperacetilada (bandas R). Otros autores,
utiizando PFGE, determinaron también una sensibilidad mayor a las Rl de la EC con
respecto a la HC [Lébrich et al. 1996; Elia & Bradley 1992]. Sin embargo, utilizando esta
misma metodologia, Rothkamm & Ldbrich [1999] observaron un nimero similar de RDC en
bandas G-claras (Xg26) y G-oscuras (21g21). En concordancia, empleando hibridacién in
situ fluorescente (FISH) multicolor, Puerto et al. [2001] no detectaron diferencias en la
frecuencia de AC entre la regién eucromética (17cen-p53) y la region heterocromatica (1cen-
1912) en células irradiadas con rayos y. Asimismo, Martinez-Lopez et al. [2004] irradiando
células CHO9 con rayos X determinaron que la frecuencia de AC se correspondia con la
longitud de los brazos Xp. (brazo corto eucromatico) y Xq, (brazo largo predominantemente
heterocromatico) del cromosoma X. En suma, la evaluacion del dafio por AC no ha
proporcionado una evidencia consistente en cuanto a que las Rl u otros clastdogenos
generen menor numero de RDC en la HC que en la EC. Por otra parte, resulta complejo
determinar si el nimero de AC en un dominio cromatinico especifico refleja su sensibilidad
particular a la induccién inicial de RDC, o por el contrario, depende de la eficiencia de

reparacion en ese dominio.

La visualizacién in situ de los foci de yH2AX por microscopia de fluorescencia, que permite

la deteccion directa de RDC en la cromatina interfasica, constituye un método eficaz para
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comparar la sensibilidad de diferentes dominios cromatinicos al dafio inducido. Empleando
esta metodologia varios autores han postulado una localizacion preferencial de los foci de
yH2AX inducidos en las regiones eucromaticas del genoma, sugiriendo que la HC podria ser
refractaria a la formacion de foci de yH2AX [Cowell et al. 2007; Kim et al. 2007, Falk et al.
2008; Karagiannis et al. 2007; Vasireddy et al. 2010].

Se han planteado diferentes hipétesis para explicar la distribucién no homogénea de los foci
de yH2AX dentro del nacleo. El alto nivel de condensacion o la abundancia de proteinas de
unién podrian reducir la accesibilidad de la HC a los agentes quimicos que dafan el ADN.
Asimismo, la induccién de radicales libres seria menor en la cromatina condensada, debido
a su bajo nivel de hidratacién, que en la EC [Falk et al. 2010]. Ademéds, la HC podria
contener una menor proporcion de la isoforma H2AX o ser menos accesible a quinasas
debido a la compactacion o al encubrimiento por proteinas [Cowell et al. 2007]. Por otra
parte, se ha descrito una ola de desenrrollamiento cromatinico que comienza en los sitios de
RDC y se esparce a través de la cromatina (por la fosforilacion de KAP1 via ATM),
implicando que la localizacién preferencial de los foci de yH2AX en la cromatina
decondensada podria reflejar una reorganizacion de la misma [Noon et al. 2010, Kruhlak et
al. 2006].

Finalmente, podrian ocurrir migraciones de rango limitado de RDC desde regiones de
cromatina compactas hacia dominios de reparacion localizados en regiones decondensadas.
Usando microirradiacion con diferentes tipos de iones para inducir RDC acoplado a un
ensayo de TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP Nick End Labeling)
modificado para detectar conjuntamente estas lesiones y los foci de yH2AX, se observo que
la trayectoria lineal de los foci de yH2AX experimentaba un desvio bordeando las regiones
heterocromaticas [Jakob et al. 2011]. La migracién de foci de yH2AX desde el interior a las
regiones periféricas de HC parece iniciarse dentro de los 20 minutos post-irradiacion y
completarse aproximadamente 1 hora luego de la induccién del dafio. La decondensacion
de la HC en los sitios de impacto de iones posiblemente promueve el movimiento de RDC a

regiones periféricas de menor densidad cromatinica para su potencial reparacion.

1.3.5 Replicacién, transcripcion y dafio genético

Se ha postulado que los procesos de remodelacién de la cromatina tales como la sintesis
del ADN o la actividad transcripcional podrian modular la localizacion del dafio genético
primario. La replicacion del ADN implica la generacion de RDC transitorias producidas por la
topoisomerasa Il y el relajamiento de la cromatina para aliviar el estrés de torsién. En este
sentido, la cromatina “abierta”, en proceso de replicacion, podria constituir un blanco

preferencial para los agentes inductores de dafio en el ADN. Usando como modelo el
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cromosoma X de la linea celular CHO9, Di Tomaso et al. [2006; 2010] determinaron la
localizacién de AC producidas por diversos agentes (etopésido, Alu I, metilmetano sulfonato
y rayos UV-C) en células en fases ES y LS. A pesar de los diferentes tipos de lesiones
primarias inducidas por estos agentes (RSC, RDC, alquilacion de bases, dimeros de
pirimidina y 6-4 fotoproductos) las AC mapearon principalmente en Xg, en células LS
(replicacion de la HC) y en Xp. en células ES (cuando replica la EC), sugiriendo que los
procesos de remodelacion de la cromatina asociados a la sintesis del ADN podrian jugar un

rol significativo en la localizacion del dafio.

En relacién a la actividad transcripcional, el andlisis del mapa del transcriptoma humano ha
revelado la existencia de regiones especificas en los cromosomas (5-15 Mb; 10-15% del
genoma) donde se agrupan los genes altamente expresados [Caron et al. 2001; Versteeg et
al. 2003]. Estas regiones se denominan RIDGE (Regions of Increased Gene Expression), en
contraposicion a las regiones que contienen bajo nimero de genes, la mayor parte con bajo
nivel de expresion (antiRIDGE). La cromatina en los antiRIDGE se encuentra condensada y
se localiza hacia la periferia del nacleo mientras que en los RIDGE presenta una estructura
mas abierta y una localizacion preferentemente central [Goetze et al. 2007]. Folle et al.
[2010], mapearon sobre idiogramas de cromosomas humanos (850 bandas) las regiones de
cromatina hiperacetilada (H4™®), RIDGE, antiRIDGE vy los sitios de fractura generados por RI.
Observaron una localizacién preferencial del dafio genético en las regiones H4"® y RIDGE;
sugiriendo una mayor sensibilidad de la cromatina activa a la induccion de dafio por RI. En

contraposicion, los antiRIDGE resultaron ser comparativamente mas resistentes a las RI.

Como se menciond anteriormente, diversos trabajos han postulado una localizacion
preferencial de los foci de yH2AX inducidos en las regiones eucrométicas del genoma. No
obstante, la localizacion de los foci en relaciéon a la estructura de la cromatina cuando el

dafio genético se induce durante la replicacion del ADN no ha sido extensamente analizada.

1.4 Microscopia Confocal y Andlisis de Imagenes

Si bien los microscopios de epifluorescencia convencionales resultan adecuados para la
toma de imagenes en muestras de poco espesor, proveen una informacion limitada a nivel
axial, pues la luz emitida desde todos los planos de la muestra es recolectada
simultdneamente. Esta incapacidad para rechazar la luz fuera de foco imposibilita realizar un
adecuado seccionamiento 6ptico. Para muestras de espesor considerable y/o cuando se
requiere informacién axial es necesario el uso de microscopios de scanning de tipo confocal.
En estos microscopios la imagen se forma afiadiendo informacién de regiones individuales
de la muestra que son excitadas secuencialmente, punto a punto, con luz LASER. Por otra
parte, en el camino de la luz emitida hacia el detector (fotomultiplicador o fotodiodo) se
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interpone una apertura confocal (diafragma, “pinhole”), permitiendo la remocién de luz fuera
de foco en cada plano de la imagen. La luz emitida es amplificada por los detectores
generando una imagen final constituida por una matriz de elementos gréaficos discretos
(pixeles). La combinacién de selectividad espacial, tanto en la excitacibn como en la
deteccion, remueve la borrosidad (blur) fuera de foco, incrementando la resolucion de la
imagen (distancia minima a la cual dos elementos pueden ser observados como objetos
separados en la misma) mas alla de lo posible por microscopia de epifluorescencia. Ademas
esto permite distinguir sefiales en el eje z al generar cortes (slices) épticos de fino espesor y
la realizacion de reconstrucciones 3D por métodos computacionales, combinando datos
provenientes de lotes (stacks) de imagenes [Bolte & Cordelieres 2006; Conchello &
Lichtman 2005].

1.4.1 Procesamiento de imagenes

El objetivo principal del procesamiento es reconstruir la distribucion de los fluoréforos en la
muestra con la mayor fidelidad posible. Esto implica reducir al maximo los errores aleatorios
(por €j. el ruido) y sistematicos [por ej. la distorsion generada por la PSF (Point Spread
Function; ver mas adelante] que son causados durante el proceso de toma de imagenes. Es
crucial determinar en cada caso el procesamiento adecuado para el conjunto de imagenes a
estudiar en funcién de las medidas cuantitativas a realizarse a posteriori (colocalizacion,
volumen, forma y orientacion de objetos, etc.) [Ronneberger et al. 2008]. El procesamiento
puede abarcar una extensa serie de procedimientos dependiendo de las caracteristicas del
sistema Optico empleado en la toma de imagenes y puede incluir entre otros: correccion de
campo “liso” (Flat Field Correction), sustracciébn de background, normalizaciéon de la

intensidad, filtrado y/o deconvolucion.

1.4.1.1 Filtrado

Los filtros son una gran familia de transformaciones que cambian los valores de intensidad
de cada pixel en base a los valores de intensidad de un grupo de pixeles, por ejemplo, los
pixeles vecinos. El grupo mas importante de filtros es el de los filtros lineales; un filtro lineal
reemplaza cada valor de pixel por un promedio ponderado de los valores de intensidad de
pixel de sus pixeles vecinos. El peso adjudicado a cada pixel depende solamente de su
posicion relativa respecto al pixel considerado y se calcula en base a la PSF del sistema.
Ademas de la familia de filtros lineales, existe un nimero importante de filtros no lineales,
que reemplazan cada valor de intensidad de pixel por una combinacion no lineal de los
valores de pixel de su vecindad, por ejemplo, para realzar o debilitar ciertas estructuras

dentro de la imagen [Ronneberger et al. 2008].
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1.4.1.2 Deconvolucion

La imagen Optica de un objeto en forma de punto no es visualizada como un punto en la
imagen formada por el detector sino que muestra una distribucion de intensidades en 3D
descrita por su PSF. Esta es una caracteristica inherente de los microscopios Opticos como
consecuencia de las propiedades fisicas de la luz. Como resultado de esto, las imagenes
siempre apareceran “contaminadas” por contribuciones de fuentes de luz que estan situadas
fuera del punto de interés. Las técnicas de deconvolucion aplican métodos computacionales
(algoritmos) a partir de la informacién sobre el proceso de formacion y registro de la imagen
para reasignar la luz borrosa fuera de foco a su origen de acuerdo a la PSF y de esta forma

remover luz proveniente de otros planos en cada uno de los slices épticos.

Estos algoritmos de restauracién tienen en cuenta el proceso de formacion de la imagen en
el stack 3D y son generalmente no lineales e iterativos por naturaleza, pues calculan
repetidamente una estimacion mejorada del objeto real que produce, distorsionada por la
PSF del sistema, la imagen observada. La deconvolucion cambia fuertemente la informacién
original, por lo que los resultados obtenidos pueden ser muy diferentes dependiendo de

cOmo ésta se realiza.

Varios factores resultan determinantes respecto al resultado obtenido luego de la
deconvolucion. Uno de ellos es la PSF (calculada te6ricamente o medida
experimentalmente). Otro factor es el propio algoritmo de deconvolucién a emplear, pues
cada algoritmo se basa en diferentes suposiciones respecto a las propiedades de los datos y
los elementos de la imagen. Finalmente, el tercer factor es la seleccion de los pardmetros
gue controlan el algoritmo de deconvolucién. La seleccibn de los parametros criticos
depende del tipo de algoritmo a utlizar aunque en la mayoria de los casos son
determinantes dos aspectos: el niamero de iteraciones y las variables que afectan el
“suavizado” (smoothness) de los resultados. Si el numero de iteraciones es demasiado
grande, la deconvolucion puede introducir artefactos como bordes super-angulosos (over-
sharpened) y falsas estructuras, ausentes en la imagen original, ademas de amplificar el
ruido existente en los datos. Algunos algoritmos imponen restricciones para el “suavizado”
de los resultados, donde no son aceptados elementos que no sean suficientemente “suaves”
en relacion a gradientes de intensidad y contornos; siendo en estos casos menos critico el
namero de iteraciones. Un analisis mas exhaustivo de las complejas metodologias de
deconvolucion y sus pardmetros mas importantes puede hallarse en Sibarita 2005,
Conchello & Lichtman 2005, Ronneberger et al. 2008.
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1.4.2 Colocalizacion
1.4.2.1 Definicién de colocalizacién

Podemos definir la colocalizacién como la tendencia de sefiales fluorescentes provenientes
de diferentes marcadores a coexistir en el mismo conjunto de pixeles dentro una imagen
digital [Ronneberger et al. 2008]. Es decir, la superposicion de las distribuciones espaciales
dentro de las imagenes recolectadas en los diferentes canales de deteccién mostrara un
nivel de correlaciébn mayor que el esperado por solapamiento aleatorio. Biolégicamente, la
colocalizacion indica la presencia de diferentes moléculas, organelos, células o tejidos en
una misma ubicacion fisica. Si bien puede implicar la unién de dos o mas moléculas
diferentes a la misma estructura celular; no indica necesariamente que dos proteinas estén
de hecho interactuando [Zinchuk et al. 2007].

La confiabilidad de los experimentos de colocalizacion depende intimamente de la calidad
de las imagenes a analizar; considerdndose que sélo las imagenes obtenidas por
microscopia confocal tienen la suficiente calidad para ser sometidas a este tipo de ensayos.
Asimismo, deben utilizarse secciones dpticas cercanas al limite de resolucién del sistema
Optico, es decir, con un adecuado tamafo de pixel y de salto entre los cortes en z (step
size). De hecho, podria observarse colocalizacién adquiriendo imagenes a baja resolucion
mientras que la adquisicion al limite de resolucion del sistema podria revelar una separacion
visible de las marcas. La mayoria de los investigadores considera beneficioso someter las
imégenes a filtros y/o algoritmos de deconvolucion previo a los ensayos de colocalizacion.
Estos procesos disminuiran el background, especialmente significativo para imagenes de
bajo contraste o intensidad de fluorescencia, el cual puede influir en los valores de los
coeficientes de colocalizacion (en general produciendo su sobreestimacion). Por otra parte,
el filtrado y la deconvoluciéon pueden generar artefactos si no son usados adecuadamente,

pudiendo también alterar los resultados obtenidos.

1.4.2.2 Estimacion de la colocalizacion

Los métodos de andlisis de colocalizacion més simples implican el conteo de los pixeles
donde se considera que hay colocalizacién y su comparacion con el numero total de pixeles
de la imagen. Por ejemplo, en imagenes multicanal verde/rojo se estima el niumero de
pixeles “amarillos”, producto del solapamiento entre ambos canales. Sin embargo, su
presencia depende fuertemente de la intensidad de sefal relativa en cada canal;
obteniéndose una representacién confiable de la colocalizacion en el caso infrecuente donde
ambas imagenes exhiban niveles de intensidad similares. Por otra parte, se han
desarrollado algoritmos especializados en el analisis de colocalizacién cuantitativa, ya sea

en programas comerciales o de software libre.
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Estos algoritmos implican una aproximacion estadistica global empleando coeficientes
basados en correlacion de intensidad (Intensity Correlation Coeficient-Based, ICCB) o una
aproximacion basada en objetos. Las herramientas de ICCB utilizan procedimientos
estadisticos para evaluar la relacion entre los valores de intensidad de fluorescencia de dos
canales en cada pixel de una imagen multicanal, a través de coeficientes de correlacién que
miden la fuerza de la relacion lineal entre estas variables. El coeficiente de correlacion de
Pearson fue el primero en ser utilizado para medir colocalizacion en muestras bioldgicas a
partir de imagenes fluorescentes de dos canales [Manders et al. 1993]. Este coeficiente es
una medida de la covarianza entre dos sefiales y presenta una utilidad limitada, restringida a
muestras que presenten un nivel similar de intensidad de fluorescencia en cada canal de
deteccién. Ademas, su valor es fuertemente afectado por la presencia de proporciones
significativa de pixeles con bajas intensidades dentro de la imagen, en particular una
correlacion negativa fuerte es dificil de observar en imagenes no procesadas. El coeficiente
de Pearson ha servido de base para el desarrollado de otros coeficientes de colocalizacion
aplicables cuando los fluorocromos analizados difieren en sus niveles de intensidad de
fluorescencia dentro de la muestra [resumidos en Zinchuk et al. 2007; Bolte & Cordelieres
2006; Ronneberger et al. 2008].

La principal desventaja de los métodos de ICCB es que no permiten realizar una exploracion
espacial de las sefales colocalizadas pues para el andlisis consideran cada pixel de la
imagen en forma semejante, sin discriminar si forma parte (0 no) de una estructura
particular. De esta forma, proporcionan una estimacion global de la colocalizacion al estar

basados unicamente en el analisis de la coincidencia de pixeles individuales.

Un método usado frecuentemente para medir colocalizacion implica la identificacion manual
de estructuras, el trazado de un vector a través de las mismas y la posterior determinacion
de sus curvas de intensidad de fluorescencia en cada canal a lo largo del vector en
imagenes 2D. Mediante esta metodologia, los perfiles de intensidad de fluorescencia se
evalian en los sucesivos planos del stack de imagenes donde los dos elementos estan
presentes. Se considera que hay colocalizacion cuando la distancia de solapamiento entre
las curvas de intensidad de fluorescencia al 50% de su maximo de intensidad es mayor que
la resolucion de los objetivos utilizados en la adquisicion de imagenes. Aunque esta técnica
es potente para estimar colocalizacion, demanda un tiempo considerable y puede ser
aplicada solamente a un numero limitado de estructuras, al ser necesario cambiar

continuamente la posicion del vector.

Otras estrategias de colocalizacion cuantitativa involucran su estimacion local en base a la
previa identificacion y delineacibn de objetos dentro de cada imagen, area del

procesamiento de imagenes conocida como segmentacion (ver seccion 4.5.1.c). Luego de la
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identificacion de estructuras por procesos de segmentacién pueden aplicarse métodos de
ICCB para calcular coeficientes de correlacion (restringidos ahora a objetos de la imagen y
no a toda la imagen) o métodos de colocalizacion basados en elementos, es decir, que
evalluan la coincidencia de estructuras discretas. En este ultimo caso pueden compararse,
por ejemplo, la posicién en 3D de los centros de intensidad o de los centroides (centros
geomeétricos) de cada elemento en ambos canales de la imagen y determinar si su distancia
esta por encima (no colocalizan) o por debajo (colocalizan) del limite de resolucion del

sistema [resumidos en Bolte et al. 2006].
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2. Hipotesis

El dafio genético inducido por BLM en nucleos interfasicos de células CHO9 predomina en

regiones eucromaticas, potencialmente activas o en fase de replicacion.

3. Obijetivos

3.1 Objetivo General

Evaluar la distribucién del dafio genético primario en ndcleos interfasicos de la linea celular
CHO9 en relacion al estado de la cromatina (eu/heterocromatina), la replicacién y la

transcripcion del ADN.

3.2 Objetivos especificos

1) Analizar la localizacion de foci de yH2AX inducidos por BLM en nucleos interfasicos de

CHOB9 en relacion a regiones de cromatina potencialmente activas.

2) Analizar la localizacién de foci de yH2AX inducidos por BLM a nivel de la eu- y
heterocromatina en nudcleos interfasicos de CHO9 en fase de replicaciéon (fases S temprana

y tardia) o en ausencia de este proceso (fases G1/G2).
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4. Materiales y Métodos

4.1. Propagacion de los cultivos celulares y trata  miento con Bleomicina

Se realizaron cultivos en monocapa de la linea celular de ovario de hamster Chino (CHO9)
en medio de cultivo HAM-F12 (PAA) sobre cubreobjetos estériles de 18x18 mm 4 15x15 mm
en multiwells de 6 6 12 pocillos. Los medios de cultivo se suplementaron con suero fetal
bovino (PAA) al 10% (v/v), glutamina (200 mM), penicilina (100 U/mL) y estreptomicina (125
pg/mL). Los cultivos asincrénicos se mantuvieron en estufa a 37° C y 5% de CO, hasta ser
tratados con el agente radiomimético BLM (40 pg/mL en PBS 1X, 30 min) o sélo con PBS 1X
(controles). Finalizado el tiempo de tratamiento, los cultivos control y tratados se lavaron con
PBS 1X (2 x 5 min) e incubaron con medio de cultivo fresco y suero fetal bovino durante 45

minutos para permitir la formacion de foci de yH2AX.
4.2 Inmunodeteccién de yH2AX 'y ser5P-ARN Pol Il en nucleos interfasicos

Las monocapas celulares se lavaron con PBS 1X (3 x 3 min) y posteriormente fijaron en
paraformaldehido (2% en PBS 1X, 5 min). Tras nuevos lavados con PBS 1X (3 x 3 min) las
células fueron permeabilizadas en 0,5% de Triton X-100/PBS 1X por 15 minutos. A
continuacion, fueron lavadas en PBS 1X (3 x 3 min) y en PBT (0.15% BSA + 0.1% Tween 20
en PBS 1X) se realizé el bloqueo de uniones inespecificas por 15-20 minutos. Luego de
lavar en PBS 1X (1 x 3 min) se procedié a la incubacién simultanea (45-60 minutos en
cdmara humeda a temperatura ambiente) con un anticuerpo anti-yH2AX desarrollado en
raton (Abcam, 1:400 en PBT) y un anticuerpo anti-(ser5P-ARN Pol 1) desarrollado en conejo
(Abcam, 1:1000 en PBT). Luego de lavados (3 x 3 min) en PBS 1X, las muestras se
incubaron (45-60 minutos en cadmara humeda a temperatura ambiente) con anticuerpos
secundarios anti-ratén conjugado a Cy3 (Jackson Immuno Research, 1:200 en PBS 1X) y
anti-conejo conjugado a AlexaFluor 488 (banco de anticuerpos del IIBCE, 1:500 en PBS 1X)
para detectar yH2AX y ser5P-ARN Pol Il respectivamente. Luego de lavar los preparados en
PBS 1X (3 x 3 min) se contratifieron con DAPI (1,5 pg/mL, Sigma-Aldrich) por 15 min.
Finalmente los preparados fueron montados con Vectashield (Vector Laboratories) y

sellados con esmalte.

4.3 ldentificacion de células en fase S por incorp  oracién de EdU e inmunodeteccién

de yH2AX y H3K4me ;3 en nlcleos interfasicos

Las células en proceso de replicacion se identificaron utilizando el kit Click-iIT EAU Imaging
(Invitrogen) el cual incorpora un nucleésido anélogo a la timidina (EdU) durante la sintesis
del ADN. La deteccidén de este compuesto se basa en una reaccion quimica covalente,

catalizada por cobre, entre un grupo azida (presente en el colorante AlexaFluor) y un grupo
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alquino (presente en el EdU). Comparado a la incorporacion de BrdU, este método posee la
ventaja de no ser necesario desnaturalizar el ADN (con HCL por ejemplo) para la deteccion
del andlogo de base nitrogenada. Se evita de esta manera la alteracion de la integridad del

ADN o de sitios de reconocimiento de antigenos que se intente detectar junto a EdU.

En los cultivos controles, o durante la exposicion a BLM en los cultivos tratados, se agrego
EdU diluido en HAM-F12 (concentracion final: 10 uM) para identificar las células que se
encontraban en fase S al momento de induccién del dafio. La deteccion del EAU incorporado
se realiz6 como un paso adicional en la técnica de inmunodeteccion de yH2AX, entre el
blogueo en PBT y la incubacién con anticuerpos primarios. Para su deteccion se preparoé el
siguiente mix de reaccion (para volumen final: 250 uL): 215 uL del buffer de reacciéon 1X
Click-iT; 10 pL de CuSOQq; 0,6 pL de azida*AlexaFluor488 y 25 uL del aditivo de buffer de

reaccion (2,5 ul de vitamina C en 22,5 pL de agua deionizada).

Los cubreobjetos fueron incubados con el mix de reaccién por 30-45 min a RT en oscuridad,
lavados en PBS 1X (3 x 3 min) y blogueados nuevamente en PBT por 15-20 min
previamente a la incubacion con los anticuerpos primarios. Se realizé la inmunodeteccién
conjunta de foci de yH2AX y H3K4me; empleando los anticuerpos anti-yH2AX desarrollado
en ratén (Abcam, 1:400 en PBT) y anti-H3K4me; desarrollado en conejo (Abcam, 1:500 en
PBT). Se emplearon los siguientes anticuerpos secundarios: anti-raton conjugado a Cy3
(Jackson Immuno Research, 1:200 en PBS 1X) y anti-conejo conjugado a AlexaFluor 594

(Molecular Probes, 1:300) para detectar en forma respectiva a yH2AX y H3K4mes.

4.4 Obtencién de imagenes por Microscopia Confocal

El uso de ajustes (settings) de adquisicion apropiados resulta critico para la obtencion de
imagenes de las cuales se pretende extraer informacion a nivel cuantitativo. Esto implica
realizar un muestreo (sampling) adecuado de la muestra en x-y-z, maximizar el cociente
sefal-ruido (Signal to Noise Ratio, SNR) y utilizar todo el rango dinamico de valores de
intensidad disponible [Brown 2007; North 2006; Ronneberger et al. 2008]. En este sentido, la
potencia e intensidad de incidencia sobre la muestra de los LASER, la ganancia de cada
uno de los fotomultiplicadores (PMT) y los valores de offset fueron ajustados de forma tal de
emplear en la recoleccion de imagenes todo el rango dinamico (0-255) que poseen los
detectores (8-bit) de los equipos confocales utilizados. Por otra parte, se procuré maximizar
el SNR, complementando las intensidades de iluminacion empleadas con velocidades de
escaneo moderadas Yy la realizacion de varios pasos de adquisicion y promedio (averaging)
sobre la misma imagen. Por otra parte, las restricciones impuestas por el riesgo de
photobleaching y tiempos de adquisicion elevados llevaron a un compromiso entre estos
factores.
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Se evitd el recorte (clipping) o la saturacion, que ocurre cuando la magnitud de la sefial
excede el rango dinamico disponible y aparecen pixeles con valores de intensidad fuera de
rango a los cuales se les asignan erroneamente el valor minimo o maximo de la escala (0 6
255, respectivamente). Para ello, se utilizaron las tablas de color disponibles en los
programas de adquisicion de imagenes, donde los valores de intensidad extremos se
evidencian en colores diferenciales. Los parametros de adquisicion se ajustaron de forma tal

de captar pocos o ninguno de los valores extremos en los canales de deteccion.

Para la obtencion de imagenes en los preparados donde se realiz6é la inmunodeteccién de
yH2AX/ser5P-ARN Pol Il se utilizé un microscopio LASER confocal Olympus BX-61 FV300
(equipo institucional del IIBCE) y su software asociado Olympus Fluoview Version 4.3. Este
equipo permitié la excitacién secuencial de las muestras con LASER de 405, 488 y 543 nm.
Se utilizaron filtros manuales de 430-460 nm, > 510 nm y 560-600 nm para recolectar la
emision de fluorescencia en azul (DAPI), verde (ser5P-ARN Pol Il) y rojo (foci de yH2AX),
respectivamente. En cada uno de los preparados se escanearon campos al azar empleando
un objetivo de inmersién en aceite 100X/NA:1,35, obteniéndose stacks de imagenes con un
step size entre planos de 300 nm. El formato de cada imagen fue de 1024x1024 pixeles y el
escaneo se realiz6 en modo slow sin zoom digital. ElI tamafio de voxel (pixel en x-y-z)
empleado fue de Ax/Ay/Az = 70/70/300 nm y el numero total de planos por stack fue de 20-

37 dependiendo del espesor de los nucleos escaneados.

En el caso de los preparados donde se realizé la deteccion quimica del EJU incorporado y la
inmunodeteccién de yH2AX/H3K4me; se utilizd6 un microscopio LASER confocal Leica SP5
TCS 1l (AG Humangenetik, Biozentrum Ludwig-Maximilians-Universitat, Munich) y su
software asociado LAS AF. Este equipo permitié excitar secuencialmente las muestras con
LASER de Diodo 405 nm, linea 488 nm de Argén multilinea (458 nm, 476 nm, 488 nm, 514
nm), HeNe 561 nm y HeNe 594 nm. La emisién fue recolectada a través de canales
espectrales de deteccidén con los siguientes intervalos para los respectivos canales: PMT1.:
422-485 nm (DAPI), PMT2: 496-539 nm (EdU), PMT3: 563-593 nm (foci de yH2AX), PMT4:
605-636 nm (H3K4me;). Para el LASER de 488 nm se utilizd una potencia del 20%;
mientras que la intensidad de incidencia de cada LASER sobre la muestra (controlada a
través de AOTF, Acousto-Optic Tunable Filters) fue de: 19% (LASER 405 nm); 20% (LASER
488 nm); 15-17% (LASER 561 nm) y 20% (laser 594 nm). La ganancia de cada PMT se

ajustd entre 550-900 V y el offset menor a -1% en valor absoluto.

En cada uno de los preparados se escanearon células individuales o grupos de 2 6 3 células
empleando un objetivo de inmersién en aceite 63X/NA:1,40. De acuerdo al teorema de

muestreo de Nyquist para poder resolver dos puntos correctamente el tamafo de voxel
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aplicado debe ser igual al limite de la resolucién entre dos puntos dividido por 2,3. Por otra
parte, para imagenes a utilizar en andlisis cuantitativo, se considera que un sobremuestreo
moderado (usar un tamafo de voxel algo menor al necesario) es aceptable. Tomando en
cuenta esto factores, se utilizd un zoom digital de 9,65 obteniéndose imagenes con tamafio
de voxel 49,9 nm x 49,9 nm x 300 nm (X, y, z respectivamente). El tamafio de pinhole
empleado fue de 95,3 um (1 unidad de Airy), diAmetro que proporciona un buen compromiso

entre el rechazo de luz fuera de foco y una intensidad adecuada de sefial recolectada.

Se tomaron imagenes con un formato de 512 x 512 pixeles (tamafio total: 25,5 um x 25,5
um) a una velocidad de escaneo de 700 6 1000 Hz. Se utilizo un line average de 3, es decir,
cada pixel fue escaneado 3 veces tomandose el valor promedio como valor final de
intensidad para cada uno de los pixeles. Se realizaron stacks de imagenes en z usando un
step size de 300 nm entre planos. Dependiendo del espesor de los nicleos escaneados se
obtuvieron stacks de 20-33 planos. Los stacks de imagenes obtenidos fueron guardados en

formato .tif para su posterior procesamiento.

5 Procesamiento y analisis de las imadgenes
4.5.1 Nucleos de CHO9 inmunomarcados para yH2AX/ser5P-ARN Pol I

Stacks de imagenes procedentes de 3 experimentos realizados en el Departamento de
Genética del IIBCE en idénticas condiciones experimentales se procesaron y analizaron en
el SCIAN-Lab, Universidad de Chile, bajo la direccion del Dr. Steffen Hartel. Se consideraron
6 stacks en total por experimento (4 stacks de cultivos tratados con BLM y 2 stacks de
cultivos control en dos experimentos; 3 stacks de iméagenes de cultivos tratados con BLM y 3

stacks de imagenes de cultivos control en un experimento).

En primer lugar, los stacks de imagenes fueron deconvolucionados usando los programas
Huygens Professional y Huygens Scripting (Scientific Volume Imaging, Hilversum, Holanda;
www.svi.nl). Las imagenes una vez deconvolucionadas fueron segmentadas de forma
manual empleando las metodologias de procesamiento de imagenes implementadas y
desarrolladas en el SCIAN-Lab (software: SCIAN_Soft) en la plataforma IDL 7.0 (Interactive
Data Language, ITT, Co, USA). Finalmente, las imagenes segmentadas fueron utilizadas
como base para realizar los ensayos de colocalizacién utilizando el algoritmo CDA (Confined

Displacement Algorithm) presente en dicho software [Ramirez et al. 2010].

Para todos los stacks de imagenes se procedié en forma similar. En cada caso: i) cada
imagen individual en formato .tif fue renombrada segun la nomenclatura exigida en los

programas subsiguientes; ii) se deconvolucionaron empleando los softwares Huygens
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Professional y Huygens Scripting, iii) se segmentaron manualmente y iv) se realizaron los

ensayos de colocalizacion empleando el programa SCIAN_Soft en IDL 7.0.
4.5.1.1 Renombramiento de los archivos

Tanto el Huygens Scripting como el IDL7.0/SCIAN_Soft requieren un formato determinado
en el nombre de los archivos de entrada. Por ello, primeramente se utilizo el programa File
Renamer Basic para renombrar cada uno de los archivos de imagenes originales tomadas
en el microscopio confocal. Utilizando este programa el nombre de los archivos fue
cambiado al tipo “id_t000_ch00_z000" exigido por el IDL7.0/SCIAN_Soft. En este contexto
cada “t” se corresponde con el conjunto de planos en el eje z de cada stack de imagenes

tomado en los diferentes canales de fluorescencia (ch00 a ch02).
4.5.1.2 Deconvolucion

Para realizar la deconvolucion de las imagenes se utiliz6 en primer lugar el programa
Huygens Professional, el cual posee una interfase visual que permite ajustar los parametros
de deconvolucién (background, SNR, numero y tipo de iteracion) para cada stack de
imagenes en cada uno de los canales de deteccidn (ch00-verde: foci de ser5P-ARN Pol I,
ch01-rojo: foci de yH2AX y ch02-azul: DAPI). Para ejecutar el algoritmo se estimo, a partir de
las propias imagenes, el rango de probables SNR a utilizar como un dato de entrada,
determinando manualmente los valores de intensidad de pixel en zonas de sefial y de
background. Debido a que una estimacion muy alta del SNR puede generar un contraste
muy alto en los resultados, perdiéndose los objetos de baja intensidad y, por otra parte, una
estimacion muy baja puede causar una insuficiente remocion del blur, se realizaron
diferentes ensayos de deconvolucién en el rango de SNR posibles para determinar el valor
Optimo de este parametro a partir de los resultados obtenidos. Para cada canal de deteccién
se ensayaron valores de SNR de 8, 10 y 12; el background estimado por canal fue de O; se
utilizé el modo de iteracion “high Q" y los siguientes criterios de stop del algoritmo: alcanzar

un numero de iteraciones de 60 como maximo o un “quality change threshold” de 0,1.

Luego de fijados los parametros de deconvolucién en el Huygens Professional se utilizo el
programa Huygens Scripting, el cual permite la deconvolucién masiva de todos los stacks de
imagenes en forma sistematica. Para ello, se emplearon en forma secuencial dos scripts, la
parte 1 que genera archivos .ics y la parte 2 que genera archivos con formato .tiff los cuales

son los archivos de entrada para el IDL7.0/SCIAN_Soft.
4.5.1.3 Segmentacion

Para distinguir los objetos de interés (que contienen informacion biologica relevante) de

aquellos que representan background, se realiz6 la segmentacion de las imagenes

32



aplicando umbrales (thresholds) de intensidad y diversos filtros. En una situacion éptima, los
pixeles que contienen sélo ruido presentan intensidades mas bajas que los pixeles que
estan contenidos en estructuras. Por ello, como primer paso en la identificacion de estos
pixeles “estructurales” se aplicaron umbrales en cada imagen a partir del histograma de las
intensidades de sus pixeles, donde todos los pixeles que presentaban valores de intensidad
superior al umbral fueron considerados pixeles estructurales. De esta forma quedaron
definidas dos areas principales dentro de la imagen, regiones donde estructura (y un cierto
ruido) estaban presentes y regiones que solo presentaban ruido. Asimismo, para definir con
mayor precision tanto los limites (bordes) de cada objeto como estructuras presentes dentro
de los objetos se aplicaron filtros Laplacianos y posteriormente umbrales de intensidad.
Estos filtros calculan las derivadas primera o segunda de los valores de intensidad (es decir
los gradientes de intensidad) en la imagen. Su valor sera cero (o cercano a cero) dentro de
las zonas de estructura o background pero cambiara abruptamente a un valor mayor a cero

en las regiones de transicién estructura-estructura o en los bordes.

Asimismo, se investigaron las relaciones topologicas entre pixeles adyacentes mediante un
analisis de conectividad. En este caso, se inspecciona en forma sistematica la inmediata
vecindad de cada pixel, considerdndose que todos los pixeles adyacentes que superan el
umbral de intensidad limite forman parte de una misma estructura. A su vez, si un pixel
posee al menos un pixel vecino por debajo del umbral de intensidad es considerado parte
del borde de la estructura. Estos procesos generaron como salida en la interfase visual
imagenes binarias (mascaras) representando las estructuras individualizadas, donde cada
pixel aparece de color blanco o negro de acuerdo a su definicion como parte de un objeto o

del fondo, respectivamente.

Por otra parte, la utilizacion de umbrales en el canal ch02 (DAPI) fue la base para definir las
regiones de interés (ROI, Regions Of Interest) en cada una de las imagenes. El delimitar
ROI en cada stack de imagenes resultd imprescindible para poder utilizar al final del proceso
el algoritmo de colocalizacion del IDL7.0/SCIAN_Soft. La lista de filtros empleados fue la

siguiente (combinados en diferentes clusters segun el canal):

First Deviation_ Genera el patron de intensidades de las derivadas segundas de cada uno
de los pixeles en relacidbn a sus pixeles vecinos para un radio de pixel determinado
(parametro que se establece de acuerdo a la naturaleza de la estructura bioldgica

estudiada).

Fill Remove_ Puede rellenar huecos de pequefio tamafio (en nimero de pixeles) contenidos
dentro de objetos (solucién de continuidad) y eliminar objetos de un tamafio de pixel menor

a un valor determinado presente fuera de objetos.
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Logical Filter_ Implica la combinacion por intermedio de operaciones légicas (AND, OR, etc.)
del resultado de dos clusters cualesquiera generando un nuevo resultado en la salida de un
tercer cluster. Por ejemplo, AND genera como resultado el conjunto interseccion de los dos

clusters mientras que OR genera como resultado el conjunto union de los mismos.

Touch Border_ Elimina los objetos que se encuentran incompletos por hallarse en un borde

de la imagen.

Por otro lado, el grupo de trabajo del SCIAN-Lab generd un filtro especifico (plugin en el
IDL7.0/SCIAN_Soft), no existente en la version original, para solucionar diferencias de
iluminacion en las imagenes del canal de DAPI (ch02, laser UV) generadas en el equipo
confocal del IIBCE (plugin denominado DapilLiddle). Este filtro permitio, mediante el
escalamiento de los maximos de intensidad de fluorescencia presente en cada nucleo,

simular una iluminacion homogénea para el canal de DAPI en todo el campo.

La combinacién particular de filtros empleada en cada canal para cada uno de los clusters

asi como los valores de los parametros utilizados en cada uno de ellos fue la siguiente:

Canal Cluster Filtro

Valores de intensidad:
255 (maximo)
38 (minimo)

Cluster 0 Threshold

First Deviation Radio de pixel =2

Valores de intensidad:

Ch 00 (AlexaFluor 488, Cluster 1 Threshold 125 (maximo)
ser5P-ARN Pol II) 10 (minimo)
Fill Remove Eliminar objetos de tamafio de pixel
<2
. . AND entre cluster 0_ch00 y
Cluster 2 Logical Filter cluster 1_ch0O
. . AND entre cluster 2_ch00 y
Cluster 3 L | Filt -
uster ogical Fier cluster 0_ch02
Valores de intensidad:
Cluster 0 Threshold 255 (maximo)

32 (minimo)

First Deviation

Radio de pixel =3

Valores de intensidad:

Ch 01 (Cys3, foci de Cluster 1 Threshold 255 (m,a>.<imo)
yH2AX) 14 (minimo)
Fill Remove Eliminar objetos ditamano de pixel <
. . AND entre cluster 0_ch0ly
Cluster 2 Logical Filter cluster 1 chol
. . AND entre cluster 2_ch01
Cluster 3 Logical Filter entre cluster 2_chOly

cluster 0_ch02
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escalamiento en x=1

DapiLiddle .
escalamiento en y=5

Valores de intensidad:

Ch 02 (DAPI, tincion del Threshold 300 (maximo)

*% .
nticleo) Cluster 0 25 (minimo)

<
Fill Remove 2000

500

Rellenar huecos de tamafio de pixel

Eliminar objetos de tamafio de pixel <

TouchBorder -

** La salida del cluster 0 del canal ch02 (DAPI) fue utilizada como base para definir las ROI (ver seccion
resultados).

4.5.1.4 Estimacion de Dafio y ensayos de Colocalizacion

Una vez obtenidas las mascaras binarias finales correspondientes a cada canal se
realizaron los ensayos de cuantificacion de colocalizacion entre los canales ch00 (ser5P-
ARN Pol Il) y chO1 (foci de yH2AX) en los planos provenientes de nucleos tratados con BLM
empleando el algoritmo CDA presente en el IDL 7.0/Scian_Soft en las ROl generadas en
base al canal ch02 (DAPI).

Este algoritmo se basa en una modificacion de los coeficientes de colocalizacién de
Manders M1 y M2 [Ramirez et al. 2010] y permite calcular en planos x-y diferentes
coeficientes de colocalizaciobn, que hacen posible discriminar entre colocalizacion,
anticolocalizacion o localizacion aleatoria segun un criterio estadistico. En nuestro caso, se
consideraron para evaluar la existencia de colocalizacién los porcentajes de “ROI
interseccién en ROI_0” (siendo ROI_O los pixeles positivos en el canal chOO de ser5P-ARN
Pol 1) y de “ROI interseccion en ROI_1" (siendo ROI_1 los pixeles positivos en el canal chO1
de foci de yH2AX). En ambos casos “ROI interseccion” (ROI_0 N ROI_1) es el conjunto de

los pixeles de solapamiento entre ambos canales.

O sea, el porcentaje de “ROI interseccion en ROI_0" es:

numero de pixeles positivos para ch00y ch01 x 100
pixeles positivos para ch00

y el porcentaje de “ROI interseccion en ROI_1" es:

nimero de pixeles positivos para ch0O0Oy ch01 x 100
pixeles positivos para chO1

Estos valores no son dependientes de los valores de intensidad de sefial, sino sélo de la

presencia o ausencia de sefial en cada pixel de las méscaras binarias finales.
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Para obtener los escenarios aleatorios de colocalizacién con sus valores respectivos de
coeficientes, la mascara de uno de los canales fue desplazada en relacion a la mascara del
otro canal en las ROI predefinidas; generdndose entonces PDF (Probability Density
Functions) para los indicadores de colocalizacién bajo condiciones de solapamiento
aleatorio. De esta forma, pudieron compararse los valores calculados a partir de las
imagenes originales (denominados valores iniciales) con los valores aleatorios (random)
provenientes de las PDF generadas para determinar si los valores iniciales eran

estadisticamente significativos en términos de valor-p.

Para cada uno de los 11 stacks de imagenes correspondientes a nucleos tratados con BLM
se realizé el ensayo de colocalizacion entre las ROI de los canales ch00 (ser5P-ARN Pol II)
y ch01 (foci de yH2AX) en tres planos (el plano z de mayor intensidad y dos planos
intermedios, uno superior y otro inferior). Para cada plano analizado se obtuvieron tablas y
graficos mostrando el valor inicial, el valor aleatorio central de la PDF y el intervalo con un
nivel de confianza del 95% del valor aleatorio tanto de (a) el porcentaje de “ROI interseccién
en ROI_0" como (b) el porcentaje de “ROI interseccion en “ROI_1". La ubicacion del valor
inicial de (a) o (b) respecto al intervalo de confianza del valor aleatorio de la PDF permitid
decidir en cada plano entre los tres escenarios posibles: anticolocalizacién, colocalizacion o
relacion no significativa entre la localizacion de ambas sefiales (localizacion aleatoria). (a) y

(b) conducen indistintamente a un mismo resultado en relacion a los escenarios posibles.

Por otra parte, como una medida estadistica global para estimar la existencia de
colocalizacion se compard, mediante test de t, el total de valores iniciales con el total de
valores aleatorios obtenidos en los planos analizados, tanto dandoles un peso relativo

similar como ponderados segun el numero de ROI presentes en cada plano.

Asimismo, como salida del CDA se obtuvo en cada plano analizado el numero de pixeles
totales “dafiados” dentro de las ROI, es decir, el nimero de pixeles positivos en la mascara
final de ch01 (foci de yH2AX). Para evaluar si existian diferencias significativas en el nivel de
dafio entre nucleos control y tratados con BLM, se compardé mediante test de t el nimero
promedio de pixeles dafiados por ROI (nucleo) entre los planos (n=7) que poseian nucleos

control y los planos (n=11) con nucleos tratados.
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4.5.2 Ndcleos de CHO9 con incorporacion de EdU e i  nmunomarcacion de yH2AX/
H3K4me;

Se consideraron stacks de imagenes procedentes de 2 experimentos desarrollados en
idénticas condiciones experimentales en el AG Humangenetik, Biozentrum, Ludwig-
Maximilians-Universitat (Munich). Las series en z en formato .tif correspondientes a nucleos
control (n=72) y tratados con BLM (n=159) obtenidas con el microscopio confocal Leica SP5
TCS |l fueron preprocesadas y analizadas con el software libre de procesamiento de

imagenes Image J (http://rsb.info.nih.gov/ij).

4.5.2.1 Procesamiento

En primer lugar se realizo la correccion de una posible aberracion cromética en z (desfasaje
en z entre diferentes canales) empleando el plugin StackGroom/zShiftCorrector a partir del
scanning en z de bolillas (beads) multicolores fluorescentes. Los valores de desfasaje entre
diferentes canales obtenidos para un step size de 300 nm fueron: DAPI=0; AlexaFluor488=3;
Cy3=3, AlexaFluor596=3. Estos valores son siempre numeros enteros positivos que
representan las secciones (planos en z) a ser eliminadas desde el comienzo del stack (plano
z1). De esta forma, el plugin gener6 nuevos stacks de imagenes eliminando los planos z1,
z2 y z3 en los canales de AlexaFluor488, Cy3 y AlexaFluor596 y los reemplazé por 3 planos
en “negro” al final del stack, con el consiguiente desplazamiento relativo de estos canales

respecto al canal de DAPI.

En cada canal de los nuevos stacks se ajusto el brillo/contraste de forma tal de eliminar las
sefiales de background extranucleares. Los valores de intensidad minimos y maximos para
cada canal fueron respectivamente: DAPI 25-255; AlexaFluo488 30-220; Cy3 20-225;
AlexaFluor596 25-200 (Experimento 1); DAPI 15-255; AlexaFluo488 40-220; Cy3 25-225;
AlexaFluor596 30-200 (Experimento 2). Posteriormente, se empled el filtro Gaussian blur, el
cual contribuy6 también a la remocion del ruido y al suavizado de las sefiales al reemplazar
el valor original de intensidad de cada pixel por un promedio ponderado (aplicando una
funcién Gaussiana) de los valores de intensidad del propio pixel y de sus pixeles vecinos
para un radio determinado (valor en pixeles). De acuerdo a la naturaleza de las estructuras

biolégicas implicadas se emple6 para todos los canales de fluorescencia un radio de 0,7.

En las series de stacks modificados se realizé un cortado rectangular manual (crop) con dos
objetivos: por una parte generar stacks de célula Unica (en aquellos que contenian 2 6 3
células) y por otra parte eliminar extensas areas en negro circundantes al nucleo. Este
proceso implicé una disminuciéon del formato de 512 x 512 pixeles que presentaba
originalmente cada stack, lo cual permiti6 aplicar adecuadamente los algoritmos

computacionales necesarios (ver mas abajo) de acuerdo a la capacidad de memoria RAM
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de los equipos utilizados. Finalizada esta etapa se generé un microstack (8 planos
consecutivos) a partir de cada stack conteniendo las zonas medias y centrales del nucleo

empleando el plugin Stacks-Reducing.

A partir de los microstacks se generaron mascaras (imagenes binarias) para cada uno de los
canales empleando umbrales de intensidad (thresholds). Como se mencioné anteriormente,
una imagen binaria es una imagen digital que tiene solamente dos valores posibles para
cada pixel, donde uno de los valores representa los objetos de la imagen mientras que el
otro representa el fondo de la misma. Se utilizaron los colores blanco y negro para
representar los objetos y el fondo respectivamente. Los valores de umbral de intensidad
empleados en cada canal fueron: DAPI 35; AlexaFluo488 15 (para ES) 25 (para LS); Cy3
25; AlexaFluor596 25 (Experimento 1). DAPI 35; AlexaFluo488 25 (para ES) 35 (para LS);
Cy3 30; AlexaFluor596 30 (Experimento 2).

4.5.2.2 Clasificacion de los nucleos en fases G1/G2, ESy LS

Se discriminaron los nucleos a analizar en replicantes (fase S) o no replicantes (fases
G1/G2) por la presencia o ausencia de marcacién con EdU respectivamente. A su vez, los
nacleos replicantes se discriminaron en ES y LS por la observacion visual de los patrones de
replicacion segun su localizacion en regiones centrales o bien en cromocentros y regiones

periféricas del nucleo (eu- o heterocromatina, respectivamente).

La validez de este criterio de clasificacion se confirmd mediante el célculo del porcentaje de
cromatina replicante que se localizaba en regiones de EC (drea H3K4me;+ N area EdU+)
respecto al total de cromatina replicante (area EdU+). O sea:

namero de pixeles positivos para H3K4me; y EdU
namero total de pixeles positivos para EdU

El total de nucleos control y tratados con BLM analizados se detalla en la Tabla 1.

Experimento 1 Experimento 2 Totales por Fase
BLM_G1/G2 23 35 58
BLM_ES 12 30 42
BLM_LS 26 33 59
" experimento 61 9% 169
C_G1/G2 15 17 32
C_ES 11 11 22
C_LS 4 14 18
permento 3 42 &

Tabla 1.- Total de nucleos control y tratados con bleomicina analizados, discriminados por experimento y fase del
ciclo celular. BLM: nicleos tratados con bleomicina. C: nacleos control. G1/G2: nucleos en fases G1 6 G2. ES:
ndcleos en fase S-temprana; LS: nicleos en fase S-tardia.
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4.5.2.3 Evaluacion de dafio total y cromatina replicante en nicleos control y tratados
Utilizando las méscaras binarias se compararon los nudcleos control y tratados en términos
de area nuclear total dafiada (% de area yH2AX+ en area DAPI+) y de fraccion de cromatina
replicante (% de area EdU+ en &rea DAPI+).

4.5.2.4 Andlisis de Colocalizacion

Utilizando los microstacks de célula Unica se evalu6 la colocalizacién entre:

(i) cromatina dafiada (foci de yH2AX) y cromatina replicante (regiones EdU positivas)

(i) cromatina dafiada (foci de yH2AX) y EC (regiones H3K4me; positivas)

En concordancia con Ronneberger et al. [2008] se considerd la colocalizacion de dos
sefales fluorescentes en una imagen digital como su tendencia a coexistir en el mismo

conjunto de pixeles.

Para la evaluacion de colocalizacion se emplearon dos aproximaciones diferentes:
a) El calculo del ICQ (Intensity Correlation Quotient) empleando el algoritmo ICA (Intensity

Correlation Algorithm).

b) El andlisis de &reas de pixeles solapantes entre mascaras binarias.

a) Calculo del ICO

En cada microstacks se seleccion6 manualmente una ROI delimitando los nucleos
contratefiidos con DAPI para aplicar el algoritmo ICA disponible en Image J. Este algoritmo
(desarrollado por Li et al. 2004) se basa en lo siguiente: si dos fluorocromos colocalizan sus
valores de intensidad en un pixel determinado tenderan a estar ambos por encima del valor
medio o bien por debajo del mismo. Para estimar la colocalizacion, el algoritmo ICA utiliza
los valores de PDM (producto de las diferencias respecto a las medias) para cada pixel de la

imagen.

PDM= (Ai-a).(Bi-b) donde A; y B; son las intensidades en cada canal para cada pixel i que
compone la imagen mientras que a y b son las medias aritméticas de intensidad en cada
canal para la imagen completa. Para la estimacion cuantitativa de la colocalizacién se
determina el ICQ. EI ICQ es la proporcion de pixeles donde el PDM es positivo respecto al
namero total de pixeles considerados (valores entre 0 y 1) al cual se le resta 0.5 (para

generar valores entre -0.5 y +0.5).

Usando la aproximacion normal para el test de signos se ha determinado que para un
namero de ROI n>5 son validos los siguientes intervalos respecto a la interpretacion de los
valores de ICQ [Li et al. 2004]:
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-0.05<1CQ<+0.05 (random, localizacién aleatoria de uno respecto al otro)
+0.05<ICQ=+0.5 (dependencia, colocalizacion)

-0.05>1CQ=-0.5 (exclusion, anti-colocalizacion)

Junto al calculo del ICQ se obtuvieron como salida del ICA dos tipos de stacks de imagenes
denominados:

+ve PDMs only, el cual muestra los pixeles de la imagen que presentan un PDM+ en dos

stacks de imagenes diferentes (en el primer stack se visualizan los pixeles donde ambos
valores son positivos; mientras que en el segundo se visualizan los pixeles donde ambos

valores son negativos).

PDM image, el cual muestra simultaneamente en cada plano del stack en colores diferentes
los pixeles con valores de PDM positivo donde ambos valores de pixel son positivos; los
pixeles con valores de PDM positivo donde ambos valores de pixel son negativos y los

valores con PDM negativos (amarillo, marrén, y celeste respectivamente).

Para evaluar la colocalizacion entre cromatina dafiada y cromatina replicante, se calcul6 el
ICQ entre las sefiales de yH2AX y EdU en las ROI de los nucleos tratados en fases ES
(n=42) y LS (n=59). En cada microstack se calculo el ICQ trazando ROI de forma tal que el
nucleo quedara comprendido dentro de la ROI en todos los planos. Asimismo, en un plano
particular de cada microstack se delimitaron ROl manuales especificas para ese plano y se
determiné su ICQ particular para verificar si existia una diferencia significativa respecto al
valor obtenido para todo el microstack. Por otra parte, en una fraccion de nucleos ES (n=15)
y LS (n=15) se determinaron los ICQ en 4 planos individuales del stack dibujando ROI que
no incluian el/los nucléolo(s) que los nucleos poseian. El valor promedio obtenido fue
comparado con el valor obtenido para todo el microstack para determinar si la presencia de
nucléolos (areas doble negativas de tamafio considerable) ejercian un efecto (sesgo)

significativo sobre los valores de ICQ calculados.

Analogamente, para evaluar la colocalizacion entre foci de yH2AX y el compartimento
eucromadtico, se calculd el ICQ entre las sefiales de yH2AX y H3K4me; en las ROI de los
nucleos tratados en fases ES (n=42), LS (n=59) y G1/G2 (n=58). En cada microstack se
calcul6 el ICQ trazando ROI de forma tal que el nicleo quedara comprendido dentro de la
ROI en todos los planos. Asimismo, en un plano particular de cada microstack se delimitaron
ROI manuales especificas para ese plano y se determind su ICQ particular para verificar si

existia una diferencia significativa respecto al valor obtenido para todo el microstack.
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b) Andlisis de areas de solapamiento en mascaras binarias

Como un enfoque alternativo para explorar si existia una tendencia hacia la localizacion de
los foci en los dominios de replicacién, se utilizaron las mascaras binarias para determinar

en cada nacleo ES y LS las siguientes proporciones:

(a) Proporcién de regiones replicantes dafadas (area yH2AX+ N area EdU+) en el total de
cromatina dafada (area yH2AX+). O sea:

numero de pixeles positivos para EJU y yH2AX
namero total de pixeles positivos para yH2AX

(b) Proporcion de cromatina replicante (area EdU+) en el nucleo (area DAPI+). O sea:

numero de pixeles positivos para EdU
namero total de pixeles positivos para DAPI

Para analizar la relacion yH2AX versus EdU se calculd posteriormente en cada nucleo el
cociente (a):(b) y la media aritmética de los cocientes para cada poblacion celular. Si la
marcacion de yH2AX se distribuye aleatoriamente en el nlcleo respecto a las zonas
replicantes se observaran cocientes en el entorno de 1. Valores significativamente mayores
0 menores que 1 indicaran una tendencia a colocalizar o anticolocalizar respectivamente. En
este sentido, para un valor X del cociente diremos que «yH2AX mapea X veces mas de lo

esperado por azar en las zonas replicantes».

Asimismo, para analizar si existia una tendencia hacia la localizacion de los foci en la EC, se
utilizaron las méascaras binarias para determinar en cada nucleo en G1/G2, ES y LS las

siguientes proporciones:

(a) Proporcion de EC dafiada (area yH2AX+ N area H3K4mes+) en el total de cromatina
dafada (area yH2AX+). O sea:

numero de pixeles positivos para H3K4me;y yH2AX
namero total de pixeles positivos para yH2AX

(b) Proporcion de EC dafada (area H3K4mes+) en el nucleo (area DAPI+). O sea:

numero de pixeles positivos para H3K4me;
namero total de pixeles positivos para DAPI

Para analizar la relacion yH2AX versus H3K4me; se calculé posteriormente en cada nacleo
el cociente (a):(b) y la media aritmética de los cocientes para cada poblacion celular. Si la
marcacion de yH2AX se distribuye aleatoriamente en el nucleo respecto a las zonas de EC
se observaran cocientes en el entorno de 1. Valores significativamente mayores o menores

que 1 indicaran una tendencia a colocalizar o anticolocalizar, respectivamente. En este
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sentido, para un valor X del cociente diremos que «yH2AX mapea X veces mas de lo

esperado por azar en las regiones de EC».

4.5.2.5 Andlisis Estadisticos

Se utilizo el programa estadistico SPSS (version PASW Statistics 18) para determinar (con

un nivel de confianza del 95%) si:

1) la fraccién de cromatina replicante que se ubicaba en regiones de EC diferia entre los

nacleos clasificados como ES y LS (test de t para muestras independientes).

2) el porcentaje de area nuclear dafiada y de regiones de cromatina replicante diferia entre

las células control y las células tratadas con BLM (test de t para muestras independientes).

3) el nivel de dafo entre las diferentes fases del ciclo celular en células tratadas era similar
(ANOVA de un factor).

4) las medias aritméticas de los cocientes de las relaciones yH2AX versus EdU y yH2AX
versus H3K4me; en cada fase (G1/G2, ES y LS) diferian entre los dos experimentos

realizados (test de t para muestras independientes).

5) las medias aritméticas de los cocientes de la relacion yH2AX versus EdU diferian entre las

fases ES y LS (test de t para muestras independientes).

6) las medias aritméticas de los cocientes de la relacién yH2AX versus H3K4me; diferian
entre las fases G1/G2, ES y LS (ANOVA de un factor y test post hoc para comparaciones

multiples con correcion de Bonferroni).

7) las medias aritméticas de los cocientes yH2AX versus EdU y yH2AX versus H3K4me; en
cada categoria diferian significativamente de 1 (prueba t para una muestra contra valor de

prueba =1).

8) los valores promedio de ICQ en los microstacks para las relaciones yH2AX versus EdU y
yH2AX versus H3K4me; diferian entre los dos experimentos realizados (test de t para

muestras independientes).

9) los valores de ICQ para las relaciones yH2AX versus EdU y yH2AX versus H3K4me; en
planos individuales diferian respecto a los valores de ICQ obtenidos en los microstack

correspondientes en cada fase del ciclo celular (test de t para muestras independientes).

10) los valores promedio de los ICQ para la relacion yH2AX versus EdU en planos
individuales, donde se eliminaron los nucléolos de las ROI diferian respecto a los valores de

ICQ obtenidos en el microstack correspondiente.

42



5. Resultados

5.1 Ndcleos de CHO09 inmunomarcados para  yH2AX/ser5P-ARN Pol I
5.1.1 Deconvolucion, segmentacion y determinacion de ROI en los stacks de imagenes

Se deconvolucionaron y segmentaron un total de 18 stacks de imagenes de nucleos control
(7 stacks) o tratados con BLM (11 stacks) procedentes de 3 experimentos para cada canal
de fluorescencia en que las imagenes fueron tomadas (ch00-verde: foci de ser5P-ARN Pol
II, chO1-rojo: foci de yH2AX y ch02-azul: DAPI).

A modo de ejemplo se muestran los resultados obtenidos en los sucesivos procesos de
deconvolucion y segmentacion para un plano correspondiente a un stack de nucleos control
(Figuras 6, 8, 9, 10) y para un plano correspondiente a un stack de nucleos tratados (Figuras
7, 8, 9, 10). Para todos los stacks de imagenes analizados se procedié en forma analoga
empleando los mismos parametros de deconvolucion y secuencia de filtros por canal de

fluorescencia.

Imagenes obtenidas luego de la deconvolucion

Figura 6.- Imagenes correspondientes a un plano conteniendo nucleos control de CHO9. Los paneles a-c ilustran las
imagenes originales tomadas en el equipo confocal Olympus BX-61 FV300 del IIBCE mientras que los paneles e-g
ilustran las correspondientes imagenes deconvolucionadas con el programa Huygens Scripting en los canales ch00 (a 'y
e; verde = foci de ser5P-ARN Pol 1), ch01 (b y f; rojo = foci de yH2AX) y ch02 (c y g; azul = DAPI). Los paneles (d) y (h)
ilustran la superposicién de las tres sefales de fluorescencia en las imagenes originales y deconvolucionadas
respectivamente. Barra = 10 pm.
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Figura 7.- Imagenes correspondientes a un plano conteniendo nucleos tratados con BLM de CHO9. Los panales a-c
ilustran las imagenes originales tomadas en el equipo confocal Olympus BX-61 FV300 del IIBCE mientras que los
paneles e-g ilustran las correspondientes imagenes deconvolucionadas con el programa Huygens Scripting en los
canales ch00 (a y e; verde = foci de ser5P-ARN Pol II), ch01 (b y f; rojo = foci de yH2AX) y ch02 (c y g; azul = DAPI).
Los paneles (d) y (h) ilustran la superposicién de las tres sefiales de fluorescencia en las imagenes originales y
deconvolucionadas respectivamente. Barra = 10 um.

Imagenes obtenidas luego de la segmentacion

Figura 8.- Imagenes obtenidas luego de realizar la segmentaciéon con el programa SCIAN_Soft en IDL 7.0 en el canal
ch00 (foci de ser5P-ARN Pol Il) de planos conteniendo nicleos de CHO9 control (paneles a-d) y tratados con BLM
(paneles e-h). Los paneles (a, €); (b, f); (c, 9); y (d, h) ilustran las imagenes de salida de los clusters de segmentacion
0, 1, 2 y 3 respectivamente. Barra = 10 pum.
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Figura 9.- Imagenes obtenidas luego de realizar la segmentacion con el programa SCIAN_Soft en IDL 7.0 en el canal
ch01 (foci de yH2AX) de planos conteniendo nucleos de CHO9 control (paneles a-d) y tratados con BLM (paneles e-h).
Los paneles (a, €); (b, f); (c, 9); y (d, h) ilustran las imagenes de salida de los clusters de segmentaciéon 0, 1, 2y 3
respectivamente. Barra = 10 pm.

Figura 10.- Imagenes de salida del cluster O ((nico cluster) obtenidas luego de realizar la segmentacién con el
programa SCIAN_Soft en IDL 7.0 en el canal ch02 (DAPI) de planos conteniendo nuicleos de CHO9 control (panel a) y
tratados con BLM (panel b). Barra = 10 pm.
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Para definir en cada imagen las ROI donde aplicar el algoritmo CDA se utiliz6 como base la
salida del cluster 0 del canal ch02 (DAPI). A partir de estas imagenes (Figura 10) se
eliminaron manualmente los nucleos que en el canal chO1 presentaban una sefial uniforme
de yH2AX en todo el ndcleo, obteniéndose nuevas imagenes que contenian Unicamente las
ROI donde aplicar el CDA, es decir, el conjunto de ndcleos que presentaban foci de yH2AX

claramente definidos.

Como los nucleos que presentaban foci de yH2AX en toda su extension no se observaron en
los controles (Figura 11) el numero de ROI coincidié con el nimero de nucleos de la salida
del cluster O del canal de DAPI. Por otro lado, en los planos procedentes de stacks de
ndcleos tratados con BLM, la poblacion de nicleos con marcacién pan-nuclear de yH2AX
constituyo el 21,4% del total (74 en 345). Por tanto, se analizaron los 271 (79,6%) ndcleos
(ROI) restantes.

Figura 11.- Determinacion de las ROI a analizar con el algoritmo CDA en un plano conteniendo nucleos control (paneles
a-d) y en un plano conteniendo nicleos tratados con BLM de CHO9 (paneles e-h). Los paneles (a, €) ilustran las
imagenes originales tomadas en el equipo confocal del IIBCE en el canal chO1 (foci de yH2AX), los paneles (b, f) las
imagenes salida del cluster 3 de ch01 (final de la segmentacion); los paneles (c) y (g) las imagenes salidas del cluster 0
de ch02 (imagenes base para determinar las ROI) y los paneles (d) y (h) las ROl empleadas para ejecutar el algoritmo
CDA. Barra =10 pm.
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5.1.2 Determinacion de nivel de dafio y colocalizacién entre foci de yH2AX y foci de ser5P-
ARN Pol Il

En tres planos de cada stack de imagenes de nucleos control o tratados con BLM se aplico
el algoritmo CDA presente en el IDL 7.0/Scian_Soft entre los canales chOO (foci de ser5P-
ARN Pol 1I) y ch01 (foci de yH2AX) utilizando las ROI generadas a partir del canal ch02
(DAPI). Como salida de este algoritmo se obtuvieron tablas y graficos que permitieron
determinar el nivel de dafio en cada plano analizado y, para los 11 stacks correspondientes
a nucleos tratados con BLM, evaluar la colocalizacién entre foci de ser5P-ARN Pol 1l y foci
de yH2AX.

A modo de ejemplo se muestran las tablas de resultados (Figura 12) y los graficos obtenidos
(Figura 13) luego de aplicar el algoritmo CDA en un plano proveniente de un stack de

imagenes con nucleos tratados.
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Figura 12.- Tablas de resultados obtenidas luego de aplicar el algoritmo CDA en un plano proveniente de un stack de
imagenes con nlcleos tratados entre los canales ch00 (foci de ser5P-ARN Pol Il) y ch01 (foci de yH2AX) utilizando las
ROI generadas a partir del canal ch02 (DAPI). (superior ) Tabla de valores iniciales (calculados a partir de las imagenes
originales). (inferior ) Tabla de valores aleatorios (producto del desplazamiento de la mascara de uno de los canales en
relacién a la mascara del otro canal en las ROI predefinidas). En cada tabla se destacan los valores de: nimero de
pixeles en ROI_1 (nimero de pixeles “dafiados”, primera columna, tercera fila), “ROI interseccion en ROI_0" (tercera
columna, cuarta fila) y “ROI interseccion en ROI_1" (cuarta columna, cuarta fila).
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Figura 13.- Gréficos de las PDF (Probability Density Functions) generadas bajo condiciones de solapamiento
aleatorio luego de aplicar el algoritmo CDA en un plano proveniente de un stack de imagenes con nucleos
tratados en funcién de: (a) “ROI interseccién en ROI_0"y (b) “ROI interseccion en ROI_1". Se observa en ambos
casos el valor inicial (linea verde) y el intervalo de valores aleatorios posibles de la PDF (lineas rojas) con un
nivel de confianza del 95%. La ubicacion del valor inicial respecto al intervalo de confianza permitié discernir
entre los tres escenarios posibles: colocalizacion (linea verde a la derecha del intervalo); anticolocalizacion (linea
verde a la izquierda del intervalo) o relacion no significativa (linea verde dentro del intervalo). Los graficos (a) y
(b) conducen indistintamente a un mismo resultado en relacién a los escenarios posibles.

Como se observa en la Tabla 2, la media de los promedios de pixeles “dafiados” por ROI en
los planos conteniendo células tratadas fue significativamente mayor que en los planos de
células control (~ 9 veces; BLM: 89.48; C: 9.68), evidenciando un aumento significativo
(p<0.001) de foci de yH2AX debido al tratamiento con BLM.

Numero
. o -
Stack de . Plano Nurperlo de N Ide N° de ROI prorr)e(jllo de
imagenes Categoria analizado pIxeles nucleos por plano pixeles
“dafiados” totales “dafiados” por
ROI
Exp_1_stack 1 Tratado Z17 1846 27 18 102,56
Z19 1774 27 18 98,56
721 1911 27 18 106,17
Exp_1_stack _2 Tratado Z13 1839 37 30 61,30
Z15 1619 37 30 53,97
Z17 1615 37 30 53,83
Exp_1_stack _3 Tratado Z11 2249 44 33 68,15
713 2489 44 33 75,42
Z15 2118 44 33 64,18
Exp_1_stack_4 Control Z10 159 18 18 8,83
712 177 18 18 9,83
Z14 229 18 18 12,72
Exp_1_stack 5 Control Z10 274 35 35 7,83
712 248 35 35 7,09
Z14 197 35 35 5,63
Exp_1_stack _6 Control Z10 174 16 16 10,88
712 126 16 16 7,88
714 184 16 16 11,50
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Exp_2_stack _1 Tratado Z13 2485 32 28 88,75
Z15 2212 32 28 79,00
Z17 1871 32 28 66,82
Exp_2_stack 2 Tratado Z11 2744 33 27 101,63
Z13 2800 33 27 103,70
Z15 2651 33 27 98,19
Exp_2_stack _3 Tratado Z12 3512 37 31 113,29
Z14 3350 37 31 108,06
Z16 3016 37 31 97,29
Exp_2_stack 4 Tratado 716 3262 36 25 130,48
Z18 3150 36 25 126,00
Z20 2497 36 25 99,88
Exp_2_stack _5 Control Z9 383 27 27 14,19
Z11 322 27 27 11,93
Z13 260 27 27 9,63
Exp_2_stack _6 Control Z9 131 28 28 4,68
Z11 190 28 28 6,79
Z13 186 28 28 6,64
Exp_3_stack _1 Tratado Z9 1715 33 21 81,67
Z11 1464 33 21 69,71
Z13 1495 33 21 71,19
Exp_3_stack 2 Tratado Z11 846 29 27 31,33
Z13 677 29 27 25,07
Z15 853 29 27 31,59
Exp_3_stack _3 Tratado Z8 3188 21 17 187,53
Z10 2600 21 17 152,94
Z12 2198 21 17 129,29
Exp_3_stack 4 Tratado Z8 2905 16 14 207,50
Z10 2207 16 14 157,64
Z12 1592 16 14 113,71
Exp_3_stack _5 Control Z8 220 27 27 8,15
Z10 223 27 27 8,26
Z12 207 27 27 7,67
Exp_3_stack _6 Control Z12 700 34 34 20,59
Z14 458 34 34 13,47
Z16 326 34 34 9,59

Tabla 2.- Namero de pixeles “dafiados” (positivos en la mascara final del canal ch01 correspondiente a foci de
yH2AX), numero de nucleos totales, nimero de ROI consideradas y numero promedio de pixeles “dafiados” por
ROI en cada plano analizado proveniente de stacks de imagenes conteniendo nudcleos control o tratados con
BLM.
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En la Tabla 3 se muestran los resultados obtenidos en los ensayos de colocalizacion entre

las sefiales de ser5P-ARN Pol Il y foci de yH2AX en los planos provenientes de nucleos

tratados con BLM.

“ROI “ROI “ROI “ROI N° de Resultado de

Stack de Plano interseccion interseccion interseccion interseccion ROI ser5P-ARN Pol Il
imagenes analizado en ROI_0" en ROI_0" en ROI_1" en ROI_1" por (ch00) versus
inicial aleatorio inicial aleatorio plano yH2AX (ch01)

Exp_1_stack _1 Z17 5,90728 4,1225 12,8386 8,95964 18 Colocalizacion
Z19 6,11111 3,94292 14,8816 9.60170 18 Colocalizacion

z21 7,12342 4,16248 15,0706 8,80633 18 Colocalizacion

Exp_1_ stack 2 Z13 2,78445 2,51538 9,46166 8,54738 30 Colocalizacion
Z15 2,81808 2,51738 10,4385 9,32475 30 No significativo

Z17 3,75996 2,80666 12,5697 9,38276 30 No significativo

Exp_1_ stack_3 Z11 4,01438 2,88599 17,8746 12,8503 33 Colocalizacion
Z13 4,29903 3,22466 17,2358 12,9284 33 Colocalizacion

Z15 3,92206 3,0889 14,9197 11,7504 33 No significativo

Exp_2_stack _1 Z13 4,22757 3,35644 16,1771 12,8436 28 No significativo
Z15 4,4391 2,86282 18,3544 11,8370 28 Colocalizacion

Z17 3,89719 2,38761 17,4238 10,6747 28 Colocalizacion

Exp_2_stack _2 Z11 4,52814 3,5461 15,1604 11,8724 27 No significativo
Z13 4,34087 3,41326 13,5714 10,6713 27 No significativo

Z15 5,06314 3,40415 15,5790 10,4744 27 Colocalizacion

Exp_2_ stack_3 Z12 5,76149 4,29416 23,6333 17,6144 31 Colocalizacion
Z14 5,83374 3,96868 25,0746 17,0582 31 Colocalizacion

Z16 5,89619 4,00752 23,2759 15,8201 31 Colocalizacion

Exp_2_stack _4 Z16 6,62806 4,64336 19,6505 13,7664 25 Colocalizacion
Z18 6,68395 4,44486 18,8254 12,5190 25 Colocalizacion

Z20 5,9658 4,03433 18,8626 12,7557 25 Colocalizacion

Exp_3_stack _1 Z9 3,37437 2,72891 17,9009 14,4768 21 No significativo
Z11 2,84704 2,31319 19,8087 16,0944 21 No significativo

Z13 3,54593 2,71654 20,2676 15,5270 21 Colocalizacion

Exp_3 stack_2 Z11 0,895866 0,855421 12,8842 12,3025 27 No significativo

50




Z13 0,370758 0,562231 5,76071 8,73575 27 No significativo
Z15 0,645232 0,830421 6,91676 8,90197 27 No significativo
Exp_3_stack 3 Z8 4,74011 3,92329 18,1932 15,0581 17 Colocalizacion
Z10 3,80426 3,5402 17,4615 16,2495 17 No significativo
712 4,35550 3,89890 16,8335 15,0688 17 No significativo
Exp_3_stack 4 z7 6,23206 5,45439 20,9294 18,3178 14 No significativo
Z9 5,03382 4,49845 17,5351 15,6702 14 No significativo
Z11 5,31954 4,09332 18,0905 13,9204 14 Colocalizacion

Tabla 3.- Porcentajes de: “ROI interseccion en ROI_0" inicial, “ROI interseccion en ROI_0" aleatorio (valor
central), “ROIl interseccion en ROI_1" inicial, “ROI interseccion en ROI_1" aleatorio (valor central), nimero de ROI
consideradas y resultados del ensayo de colocalizacion entre ser5P-ARN Pol 1l y foci de yH2AX en cada plano
analizado proveniente de stacks de imagenes conteniendo nucleos tratados con BLM. La ubicacion del valor
inicial respecto al intervalo de confianza de los valores aleatorios posibles de “ROI interseccién en ROI_0" o “ROI
intersecciéon en ROI_1" permitié discernir entre los tres escenarios posibles: colocalizacion; anticolocalizacion o
relacion no significativa.

La comparacién de los valores iniciales con los respectivos intervalos de confianza al 95%
para los valores aleatorios determiné la colocalizacién de foci de ser5P-ARN Pol Il y foci de
yH2AX en 18 de los 33 planos analizados (54% del total) y una relacion no significativa entre

la localizacién de ambas sefiales en los 15 planos restantes (localizacion aleatoria).

Por otra parte, la comparacion global mediante test de t en los planos analizados, del total
de valores iniciales respecto al total de valores centrales de los intervalos de confianza de
los valores aleatorios obtenidos (tanto dandoles un peso relativo similar como ponderado
segun el numero de ROI presentes por plano) revelo un porcentaje de “ROI interseccion en
ROI_0" inicial (y “ROI interseccibn en ROI_1" inicial) significativamente superior al
porcentaje de “ROI interseccion en ROI_0" aleatorio (y “ROI intersecciéon en ROI_1"
aleatorio) en ambos casos (p=0.006 y p=0.003; ponderado por el nimero de ROI y sin
ponderar, respectivamente). Estos resultados indican una tendencia global a la
colocalizacion de los foci de ser5P-ARN Pol Il y los foci de yH2AX en los nucleos tratados
con BLM.
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5.2 Ndcleos de CHO9 con incorporacion de EdU e inm unomarcacion de pH2AX/
H3K4me;

5.2.1 Porcentaje de cromatina replicante en regiones de eucromatina en nucleos ES y LS

(tratados y controles)

El analisis en las mascaras binarias de las areas de pixeles solapados en los nucleos
clasificados como ES y LS evidencié una diferencia significativa en la fraccion replicante
localizada en regiones de EC (ES 68.5%; LS 24.0%; p<0.001); confirmando la correcta
clasificacion realizada de los nucleos replicantes en ES y LS en base a la observacion de los
patrones de replicacién nucleares (Tabla 4). Como se observa en las Figuras 14 y 15, la
mayoria de las regiones replicantes de nucleos ES mapea en dominios eucromaticos
mientras que en ndcleos LS las regiones de cromatina replicante localizadas en EC son

com parativamente escasas.

N area H3K4mes(+) N area EdU (+)/
area EdU (+)
ES 64 0.685
LS 77 0.240

Tabla 4.- Determinacion de regiones replicantes (EdU positivas) en relacion a regiones de EC (H3K4mes
positivas) utilizando mascaras binarias. Valores promedio agrupados por categoria de la fracciéon de cromatina
replicante localizada en regiones eucromaticas: area H3K4mes (+) N area EdU (+)/area EdU (+). ES: nucleos en
fase S-temprana control o tratados con BLM; LS: nlcleos en fase S-tardia control o tratados con BLM; n: nimero
de células analizadas. (+): areas positivas en mascaras binarias.

Si bien esperamos que la proporcion de H3K4mes; en el total de cromatina replicante sea
alta en ES (ICQ altos) y baja en LS (ICQ bajos), no necesariamente el porcentaje de EC que
replica serd alto en todos los ndcleos ES ni el porcentaje de HC replicante sera alto en todos
los nucleos LS. Células en el comienzo de ES o final de LS, que presentan pocas regiones
replicantes, tendrdn, respectivamente, un ndmero considerable de pixeles con PDM
negativo (favoreciendo ICQ bajos) o con PDM positivo (favoreciendo ICQ altos). Por tanto,
debido a la indeterminacion de los valores de ICQ en este tipo de nucleos no se utilizé en

este caso el algoritmo ICA.
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Figura 14.- Distribucion de los dominios de replicacién en relacion a regiones eucromaticas evidenciadas por
inmunomarcacion (H3K4mes; magenta) en planos provenientes de series en z de nucleos de CHO9 en fase ES
control (a) o tratados (d, g, j). Los patrones de replicacion fueron obtenidos por incorporacién de EdU y posterior
deteccion quimica (azida*Alexa Fluor 488; verde). Los nucleos fueron contratefiidos con DAPI (azul). Los paneles (a,
d, g,j) y (b, e h, k) contienen imagenes superpuestas de las sefiales de DAPI/EdU/H3K4me; y EdU/H3K4mes,
respectivamente. Los paneles (c,f,i,l) ilustran las mascaras binarias de los dominios de replicacion (verde) y EC
(magenta) superpuestas a las respectivas imagenes de DAPI. En blanco se observan las areas de solapamiento
verde-magenta. Barra =5 um.
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Figura 15.- Distribucion de los dominios de replicacion en relacion a regiones eucromaticas evidenciadas por
inmunomarcacion (H3K4mes; magenta) en planos provenientes de series en z de ndcleos de CHO9 en fase LS
control (d) o tratados (a, g, j). Los patrones de replicacién fueron obtenidos por incorporacién de EdU y posterior
deteccién quimica (azida*Alexa Fluor 488; verde). Los nucleos fueron contratefiidos con DAPI (azul). Los paneles
(@, d, g, ) y (b, e, h, k) contienen imagenes superpuestas de las sefiales de DAPI/EdU/H3K4mes; y
EdU/H3K4mes, respectivamente. Los paneles (c, f, i, I) ilustran las mascaras binarias de los dominios de
replicacién (verde) y EC (magenta) superpuestas a las respectivas imagenes de DAPI. En blanco se observan
las areas de solapamiento verde-magenta. Barra = 5 pm.
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5.2.2 Evaluacién de dafio total y fraccion de cromatina replicante en nucleos control y

tratados

Como se observa en la Tabla 5 y Figuras 16, 19, 20 y 22, el porcentaje de area dafiada
(drea total yH2AX+ en éarea total DAPI+) de las células tratadas con BLM fue
significativamente mayor que en las células control (~100 veces; BLM: 4.50 %; C: 0.04 %;
p<0.001;), siendo el dafio basal en los controles despreciable (0.04 %; Figura 16). Asimismo,
en la Tabla 5 se observa que las células tratadas presentaron un nivel de dafio similar entre

las diferentes fases del ciclo celular (ANOVA, p=0.94).

Por otra parte, la proporcién de regiones de cromatina replicante fue similar (BLM 22.0 %; C
24.5 %; p=0.352) entre células control y tratadas, indicando que la exposicién a BLM (40

png/mL, 30 min) no afect6 la dinamica del ciclo celular.

A B
: area yH2AX (+)/ | éarea Edu (+)/
area DAPI (+) area DAPI (+)
G1/G2 32 0.00003 -
C ES 22 0.001 0.255
LS 18 0.0004 0.232
G1/G2 58 0.044 -
BIM1 Es | 42 0.043 0.225
LS 59 0.047 0.217

Tabla 5.- Determinacion de la proporcion de dafio (foci de yH2AX) y cromatina replicante (regiones EdU
positivas) utilizando mascaras binarias en células control y tratadas. Valores promedio agrupados por categoria
de la proporcion de: (A) area dafiada en area nuclear total: area yH2AX (+) en area DAPI (+); (B) area de
cromatina replicante en area nuclear total: area EdU (+) en area DAPI (+). BLM: células tratadas con bleomicina;
C: células control; ES: nuacleos en fase S-temprana; LS: nlcleos en fase S-tardia; G1/G2: nicleos en fase G1 6
G2 del ciclo celular; n: nimero de células analizadas; (+): areas positivas en mascaras binarias.
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Figura 16.- Distribucién de foci de yH2AX evidenciados por inmunomarcacion (Cy3; rojo) y patrones de
replicacién (obtenidos por incorporacion de EdU y posterior deteccién quimica con azida*AlexaFluor 488; verde)
en planos provenientes de series en z de nucleos control de CHO9 en fases ES (a-c) o LS (d). Los nucleos
fueron contratefiidos con DAPI (azul). Los paneles (a, b, c, d) contienen imagenes superpuestas de las sefiales
de DAPI/yH2AX/EdU. Los paneles (e, f, g, h) ilustran las mascaras binarias de foci de yH2AX (rojo) y EdU (verde)
superpuestas a las respectivas imagenes de DAPI. En (a) se ilustra un nacleo control en fase ES con el nivel
maximo de sefial de yH2AX observado, en (b) el nivel promedio de yH2AX detectado en células ES y (c, g)
ejemplos de nucleos control con ausencia de foci en fases ES y LS, respectivamente. En amarillo se observan
las areas de solapamiento rojo-verde. Barra =5 pum.

5.2.3 Analisis de colocalizacion entre cromatina dafiada y cromatina replicante
5.2.3.1 Calculo del ICQ

Tanto en los ndcleos ES como LS (Tabla 6) no se observaron diferencias significativas para
las medias de los valores de ICQ entre los dos experimentos realizados (ES p=0.643; LS
p=0.805).

yH2AX versus EdU
n ICQ microstack
ES_Exp_1 | 12 0.122
ES_Exp_2 | 30 0.126
BLM
LS Exp_1 | 26 0.150
LS Exp_2 | 33 0.152

Tabla 6.- Media de los valores de ICQ (Intensity Correlation Quotient) en microstacks por experimento y
categoria aplicando el algoritmo ICA para analizar la distribucion de foci de yH2AX en relacion a cromatina
replicante (regiones EdU positivas). BLM: células tratadas con bleomicina; ES: ndcleos en fase S-temprana; LS:
nucleos en fase S-tardia; Exp_1: Experimento 1; Exp_2: Experimento 2; n: numero de células analizadas.
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Una vez agrupados ambos experimentos (Tabla 7), los valores de ICQ revelaron una
correlacion positiva tanto en fases ES (0.125) como LS (0.151) en relacion a la distribuciéon
del dafio (foci de yH2AX) en regiones de cromatina replicante (Edu positivas). Si bien se
verific6 en ambas fases una disminucion de las medias de los valores de ICQ en planos
individuales respecto a los valores de ICQ obtenidos en el microstack correspondiente

(00,010) esta disminucién no resulto significativa (ES p=0.360; LS p=0.054).

yH2AX versus EdU
N
ICQ
microstack ICQ plano
ES 42 0.125 0.120
BLM
LS 59 0.151 0.139

Tabla 7.- Medias de los valores de ICQ de microstacks y de un plano individual del mismo agrupados por
categoria aplicando el algoritmo ICA para analizar la distribucién de foci de yH2AX en relaciéon a cromatina
replicante (regiones EdU positivas). BLM: células tratadas con bleomicina; ES: nucleos en fase S-temprana; LS:
nucleos en fase S-tardia; n: nimero de células analizadas.

Como se observa en la Figura 17 los valores de correlacion positiva encontrada (ICQ>
0.050) tanto en ES como LS se deben al menos parcialmente a la gran proporcién de
pixeles doble negativos (que generan un PDM positivo) presente en las imagenes de PDM.
Es decir, la existencia de regiones de cromatina no replicante que presentan ausencia de
foci de yH2AX. Una fraccion de los pixeles doble negativos esta constituida por nucledlos.
Por ello, en un subconjunto de ndcleos ES y LS se evalud el efecto de eliminar estas
regiones de las ROI en planos individuales. Los valores promedio de los ICQ para planos
individuales donde se eliminaron estas regiones de las ROI (Figura 18) fueron menores que
los valores promedio de los microstacks correspondientes (0.137 en nacleos LS y 0.117 en
nucleos ES, Tabla 8) aunque estas diferencias (ES 0.013; LS 0,021) no fueron significativas
(ES p=0.192; LS p=0.224). De esta forma, si bien la eliminacion de los nucléolos disminuyo
el ICQ, al descartar un &area considerable de pixeles dobles negativos, esta disminucion no
incidi6 sobre la interpretacion de los valores de ICQ en términos de la estimacion de

colocalizacion.

yH2AX versus EdU
N ICQ ICQ plano sin
microstack nucléolos
ES 15 0.130 0.117
BLM
LS 15 0.158 0.137

Tabla 8.- Medias de los valores de ICQ del microstack y del promedio de 4 planos individuales del mismo con
exclusién de nucléolo(s) obtenidos aplicando el algoritmo ICA para analizar la distribucion de foci de yH2AX en
relacion a cromatina replicante (regiones EdU positivas). BLM: células tratadas con bleomicina; ES: ndcleos en
fase S-temprana; LS: nucleos en fase S-tardia; n: niUmero de células analizadas.
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Figura 17.- Distribucion de foci de yH2AX inducidos por BLM y evidenciados por inmunomarcacién (Cy3; rojo) en planos
provenientes de series en z de nlcleos de CHO9 en fases ES (a, €) y LS (i, m) en relacién a los dominios de replicacion
(obtenidos por incorporacion de EdU y posterior deteccién quimica con azida*Alexa Fluor 488; verde). Los nicleos
fueron contratefiidos con DAPI (azul). Se observan la imagenes superpuesta de las sefiales de
DAPI/JH2AX/EdU/H3K4me3 (paneles a, e, i, m), donde fueron definidas las ROI (lineas amarillas); las sefiales de
yH2AX (paneles b, f, j, n) y EdU (paneles c, g, k, 0). Los paneles (d, h, |, p) ilustran las imagenes de PDM obtenidas
luego de aplicar el ICA entre las sefiales de yH2AX y EdU. Barra =5 pum.
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Figura 18.- Distribucion de foci de yH2AX inducidos por BLM y evidenciados por inmunomarcacion (Cy3; rojo) en
planos provenientes de series en z de nucleos de CHO9 en fases ES (a, €) y LS (i, m) en relacion a los dominios de
replicacién (obtenidos por incorporacion de EdU y posterior deteccion quimica con azida*Alexa Fluor 488; verde).
Los nucleos fueron contratefiidos con DAPI (azul). Para cada nucleo se observan la imagenes superpuestas de las
sefiales de DAPI/YH2AX/EdU/H3K4mes donde fueron definidas las ROI conteniendo los nucléolos (lineas amarillas;
paneles a, i) o sin contenerlos (lineas blancas; paneles e, m); las sefiales de yH2AX (paneles b , f, j, n) y EdU
(paneles c, g, k, 0). Los paneles (d, h, I, p) ilustran las imagenes de PDM obtenidas luego de aplicar el ICA entre las

sefales de yH2AX y EdU.
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5.2.3.2 Determinacién de areas de solapamiento en mascaras binarias

Tanto en nucleos ES como LS (Tabla 9) no se observaron diferencias significativas (ES,
p=0.291; LS, p=0.065) en las medias aritméticas de los cocientes de la relacion yH2AX

versus EdU entre los diferentes experimentos.

A B
Area yH2AX (3) Cociente
" | N éarea EAU (+)/ é";‘;aDE:;l ((:))’ (relacion YH2AX

areayH2AX(+) versus EdU)
ES_Exp_1 12 0.314 0.186 1.847
ES_Exp_2 30 0.362 0.241 1.585

BLM

LS_Exp_1 26 0.308 0.181 1.823
LS_Exp_2 33 0.336 0.245 1.435

Tabla 9.- Andlisis de la distribucién de foci de yH2AX en relacion a cromatina replicante (regiones EdU positivas)
utilizando mascaras binarias. Valores promedio por experimento y categoria de las proporciones de: (A) area de
cromatina replicante dafiada en area total dafiada: area yH2AX (+) N area EdU (+)/area yH2AX (+); (B) area de
cromatina replicante en area nuclear total: area EdU (+)/area DAPI (+). Cociente : Cociente A/B. BLM: células
tratadas con BLM; ES: nucleos en fase S-temprana; LS: nicleos en fase S-tardia; Exp_1: Experimento 1; Exp_2:
Experimento 2; n: nimero de células analizadas. (+):areas positivas en mascaras binarias.

Una vez agrupados los ndcleos por fase (Tabla 10), el andlisis de las areas de pixeles
solapados en las mascaras binarias evidencio, tanto en ES como LS, un predominio del
dafio en las regiones replicantes (66,0% y 60,6% mayor de lo esperado por azar para ES y
LS, respectivamente). Estos valores fueron en ambos casos significativamente diferentes de
1 (ES p<0.001; LS p<0.001); indicando que el dafio en las regiones replicantes fue

significativamente mayor que el dafio en la cromatina total.

A su vez, no se detectaron diferencias significativas para las medias de los cocientes de la
relaciéon yH2AX versus EdU entre ambas fases (p=0.688), revelando un mismo efecto de la

replicacion sobre la distribucion del dafio independiente de la fase (ES o LS).

A B
area yH2AX (+) Cociente
N N area EdU (+)/ Z:z: EdALI;I(Z)/ (relacion yH2AX
area yH2AX (+) versus EdU)
ES 42 0.348 0.225 1.660
BLM
LS 59 0.324 0.217 1.606

Tabla 10.- Analisis de la distribucion de foci de yH2AX en relaciéon a cromatina replicante (regiones EdU
positivas) utilizando mascaras binarias. Valores promedio agrupados por categoria de las proporciones de: (A)
area de cromatina replicante dafiada en area total dafiada: area yH2AX (+) N area EdU (+)/area yH2AX (+); (B)
area de cromatina replicante en area nuclear total: area EdU (+)/area DAPI (+). Cociente : Cociente A/B. BLM:
células tratadas con BLM; ES: nudcleos en fase S-temprana; LS: nlcleos en fase S-tardia; n: namero de células
analizadas. (+):areas positivas en mascaras binarias.
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Asimismo, la inspeccion visual de las imagenes fluorescentes multicanal o las mascaras
binarias correspondientes en nucleos ES o LS revel6 que los resultados obtenidos no se
debian a una distribucién donde la mayoria de los foci de yH2AX se encontraban dentro de
las areas replicantes y el resto fuera de ellas. Por el contrario, los resultados obtenidos se
explican por una localizacion recurrente de los foci de yH2AX en las interfases entre

regiones replicantes y no replicantes (Figuras 19 y 20, flechas).
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Figura 19.- Distribucion de foci de yH2AX inducidos por BLM y evidenciados por inmunomarcacion (Cy3; rojo) en
planos provenientes de series en z de nlcleos de CHO9 en fase ES en relacién a los dominios de replicacion
(obtenidos por incorporacion de EdU y posterior deteccion quimica con azida*Alexa Fluor 488; verde). Los nacleos
fueron contratefiidos con DAPI (azul). Los paneles (a, d, g, j) ¥ (b, e, h, k) contienen imagenes superpuestas de las
sefiales de DAPI/YH2AX/EdU y yH2AX/EdU, respectivamente. Los paneles (c, f, i, I) ilustran las mascaras binarias
de foci de yH2AX (rojo) y EdU (verde) superpuestas a las respectivas imagenes de DAPI. En amarillo se observan
las areas de solapamiento rojo-verde. Las flechas ejemplifican la localizacion de foci en interfases de dominios
replicantes/no-replicantes. Barra = 5 pm.
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Figura 20.- Distribucion de foci de yH2AX inducidos por BLM y evidenciados por inmunomarcacion (Cy3; rojo) en
planos provenientes de series en z de nucleos de CHO9 en fase LS en relaciéon a los dominios de replicaciéon
(obtenidos por incorporacién de EdU y posterior deteccidonquimica con azida*Alexa Fluor 488; verde). Los nucleos
fueron contratefiidos con DAPI (azul). Los paneles (a, d, g, j) y (b, e, h, k) contienen imagenes superpuestas de las
sefiales de DAPI/yH2AX /EdU y yH2AX/EdU, respectivamente. Los paneles (c, f, i ,I) ilustran las mascaras binarias de
foci de yH2AX (rojo) y EdU (verde) superpuestas a las respectivas imagenes de DAPI. En amarillo se observan las
areas de solapamiento rojo-verde. Las flechas ejemplifican la localizacion de foci en interfases de dominios
replicantes/no-replicantes. Barra = 5 pm.




5.2.4 Analisis de colocalizacion entre cromatina dafiada y eucromatina

5.2.4.1 Calculo del ICQ

Para todas las fases (G1/G2, ES, LS) se observaron diferencias significativas (G1/G2
p=0.0002; ES p=0.001; LS p=0.007) para las medias de los valores de ICQ entre los

experimentos 1y 2, siendo estos valores menores en el experimento 2 (Tabla 11).

yH2AX versus
0 H3K4me;

ICQ microstack
G1/G2_Exp_1 | 23 0.126
G1/G2 Exp_2 | 35 0.100
ES Exp 1 12 0.127

BLM

ES Exp 2 30 0.100
LS Exp 1 26 0.113
LS Exp 2 33 0.096

Tabla 11.- Media de los valores de ICQ de microstacks por experimento y categoria aplicando el algoritmo ICA
para analizar la distribuciéon de foci de yH2AX en relacién al compartimento eucromatico (regiones H3K4mes
positivas). BLM: células tratadas con bleomicina; ES: nlcleos en fase S-temprana; LS: nucleos en fase S-tardia;
Exp_1: Experimento 1; Exp_2: Experimento 2; n: nimero de células analizadas.

No obstante, en todos los casos los valores de ICQ (Tabla 12, Figura 21) revelaron una
correlacion positiva entre la distribucion de foci de yH2AX y las regiones eucromaticas
H3K4me; positivas (G1/G2: 0.110; ES: 0.108, LS: 0.103).

yH2AX versus H3K4mej;
n ICQ ICQ
microstack plano
G1/G2 | 58 0.110 0.096
BLM ES 42 0.108 0.101
LS 59 0.103 0.095

Tabla 12.- Medias de los valores de ICQ de microstacks y un plano individual del mismo agrupados por categoria
aplicando el algoritmo ICA para analizar la distribucion de foci de yH2AX en relacion al compartimento
eucromatico (regiones H3K4mes positivas). BLM: células tratadas con bleomicina; ES: nucleos en fase S-
temprana; LS: nucleos en fase S-tardia; n: nimero de células analizadas.

Se verifico en todas las categorias una disminucion de las medias de los valores de ICQ en
planos individuales respecto a los obtenidos en el microstack correspondiente ([0,010). Esta
disminucion resulté significativa para los nucleos en fase G1/G2 (p=0.016) mientras que no
lo fue para los nucleos en ES (p=0.187) y LS (p=0.051). No obstante, estas diferencias no

alteraron la interpretacion de los valores de ICQ respecto a correlacion positiva o negativa.
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Figura 21.- Distribucién de foci de yH2AX inducidos por BLM y evidenciados por inmunomarcacién (Cy3; rojo) en
planos provenientes de series en z de nicleos de CHO9 en fases G1/G2 (a, €), ES (i, m) y LS (g, u) en relacion
a las regiones de EC (detectadas por inmunomarcaciéon con H3K4mes; y AlexaFluor 596; gris). Los nucleos
fueron contratefiidos con DAPI (azul). Se observan las imagenes superpuestas de DAPI/yH2AX/EdU/H3K4me3
(paneles a, €, i, m, q, u), donde fueron definidas las ROI (lineas amarillas); las sefiales de yH2AX (paneles b, f, j,
n, r, v) y H3K4me3 (paneles c, g, k, 0, s, w). Los paneles (d, h, I, p, t, y) ilustran las imagenes de PDM
obtenidas luego de aplicar el ICA entre los canales de deteccion de yH2AX y H3K4.

65



5.2.4.2 Determinacién de areas de solapamiento en mascaras binarias
Para cada una de las fases (G1/G2, ES, LS) no se observaron diferencias significativas
(G1/G2 p=0.219; ES p=0.546; LS p=0.054) en las medias aritméticas de los cocientes de la

relacién yH2AX versus H3K4me; entre los dos experimentos (Tabla 13).

A B Cociente

n area yH2AX (+) n area H3K4me3 (relaCién VHZAX

area H3K4me; (+)/ +)/4 + versus H3K4mej)

area yH2AX (+) (+)/area DAPI (+) 3
G1/G2 Exp. 1 | 23 0.516 0.387 1.328
G1/G2_Exp_2 35 0.528 0.444 1.195
ES_Exp_1 12 0.578 0.402 1.435

BLM

ES_Exp_2 30 0.573 0.419 1.382
LS _Exp_1 26 0.386 0.384 0.995
LS _Exp_2 33 0.482 0.428 1.118

Tabla 13.- Andlisis de la distribucion de foci de yH2AX en relacién a EC (regiones H3K4mejs positivas) utilizando
mascaras binarias. Valores promedio por experimento y categoria de las proporciones de: (A) area de EC
dafiada en éarea total dafiada: area yH2AX (+) N area H3K4me;s (+)/area yH2AX (+); (B) area de EC en area
nuclear total: area H3K4mejs (+)/area DAPI (+). Cociente : Cociente A/B. BLM: células tratadas con BLM; G1/G2:
nucleos en fases G1 6 G2; ES: nucleos en fase S-temprana; LS: ndcleos en fase S-tardia; Exp_1: Experimento
1; Exp_2: Experimento 2; n: nimero de células analizadas. (+):areas positivas en mascaras binarias.

Una vez agrupados los nlcleos de ambos experimentos (Tabla 14), el andlisis de las areas
de pixeles solapados en las mascaras binarias evidencié en todas las fases un predominio
del dafio en las regiones de EC (39,7%, 24,1% y 6,4 % mayor de lo esperado por azar para
G1/G2, ES y LS respectivamente). Este hecho se evidencié en cocientes de la relacién
YH2AX versus H3K4me; significativamente diferentes de 1 (G1/G2 p<0.001; ES p<0.001; LS
p=0.038); indicando que, en todos los casos, el dafio en las regiones de EC fue

significativamente mayor que el dafio en la cromatina total.

A B Cociente

n area yH2AX (+) N

area H3K4me; (+)/
area yH2AX (+)

area H3K4me;
(+)/area DAPI (+)

(relacion yH2AX
versus H3K4mej)

G1/G2 58 0.521 0.422 1.241
BLM ES 42 0.574 0.414 1.397
LS 59 0.439 0.408 1.064

Tabla 14.- Analisis de la distribucién de foci de yH2AX en relacién a EC (regiones H3K4mes) utilizando méascaras
binarias. Valores promedio agrupados por categoria de las proporciones de: (A) area de EC dafiada en area total
dafiada: area yH2AX (+) N area H3K4mes (+)/area yH2AX (+); (B) area de EC en é&rea nuclear total: area
H3K4mes (+)/area DAPI (+). Cociente : Cociente A/B. BLM: células tratadas con BLM; G1/G2: nucleos en fases
G1 6 G2; ES: nucleos en fase S-temprana; LS: nlcleos en fase S-tardia; n: nUmero de células analizadas. (+):
areas positivas en mascaras binarias.
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No obstante, la comparacion de las medias de los cocientes mediante ANOVA de un factor
(p<0.001) y test post hoc para comparaciones multiples revelo diferencias significativas entre
estos valores para las diferentes fases (Figuras 22-24). En este sentido, el sesgo en la
distribucion de foci de yH2AX hacia las regiones eucromaticas se incremento
significativamente (39.7%; p=0.013) en los nucleos ES (EC replicando al momento del dafio)
mientras que disminuy6 significativamente (6.4%; p=0.001) en los nucleos LS (HC
replicando al momento del dafio), en relacion al sesgo detectado en los nucleos G1/G2
(24.1%). Estos resultados demuestran que el dafio inducido por BLM predominé en regiones
eucromaticas, especialmente cuando estas regiones replicaban al momento de la induccion

del mismo.

Como se menciond anteriormente, se observo una localizacion recurrente de los foci de
yH2AX en las interfases entre dominios replicantes y no replicantes (Figuras 19 y 20). Por
otra parte, al observar las imagenes que muestran foci de yH2AX, areas replicantes (EdU+)
y H3K4mez; como marcador de EC se pudo apreciar que, en la mayoria de los casos, el area
de los foci que no colocalizaba con dominios replicantes mapeaba en regiones eucroméaticas

(H3K4me; positivas) tanto en nucleos ES como LS (Figuras 25 y 26, flechas).
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Figura 22.- Distribucion de foci de yH2AX inducidos por BLM y evidenciados por inmunomarcacion (Cy3; rojo) en
planos provenientes de series en z de nlcleos de CHO9 en fases G1/G2 en relacién a las regiones de EC
(detectadas por inmunomarcacion con H3K4mes y AlexaFluor 596; gris). Los nucleos fueron contratefiidos con DAPI
(azul). Los paneles (a, d, g, j) v (b, e, h, k) contienen imagenes superpuestas de las sefales de
DAPI/yH2AX/H3K4mes y yH2AX /H3K4me; respectivamente. Los paneles (c, f, i, I) ilustran las mascaras binarias de
los canales rojo (yH2AX) y cyan (H3K4mes) superpuestas a las respectivas imagenes de DAPI. En blanco se
observan las areas de solapamiento rojo-cyan. Barra = 5 pm.
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Figura 23.- Distribucion de foci de yH2AX inducidos por BLM y evidenciados por inmunomarcacion (Cy3; rojo) en
planos provenientes de series en z de nucleos de CHO9 en fase ES en relacion a las regiones de EC (detectadas
por inmunomarcacioén con H3K4mes y AlexaFluor 596; gris). Los nucleos fueron contratefiidos con DAPI (azul). Los
paneles (a, d, g, j) y (b, e, h, k) contienen imagenes superpuestas de las sefiales de DAPI/yH2AX/H3K4mes y
yH2AX/H3K4me;s respectivamente. Los paneles (c, f, i, I) ilustran las mascaras binarias de los canales rojo (yH2AX) y
cyan (H3K4mes) superpuestas a las respectivas imagenes de DAPI. En blanco se observan las areas de
solapamiento rojo-cyan. Barra =5 pm.
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Figura 24.- Distribucién de foci de yH2AX inducidos por BLM y evidenciados por inmunomarcacion (Cy3; rojo) en planos
provenientes de series en z de nucleos de CHO9 en fase LS en relacion a las regiones de EC (detectadas por
inmunomarcacion con H3K4mes; y AlexaFluor 596; gris).Los nucleos fueron contratefiidos con DAPI (azul). Los paneles (a,
d, g, j) y (b, e, h, k) contienen imagenes superpuestas de las sefiales de DAPI/yH2AX/H3K4me3 y yH2AX/H3K4mes
respectivamente. Los paneles (c, f, i, I) ilustran las mascaras binarias de los canales rojo (yH2AX) y cyan (H3K4mes)
superpuestas a las respectivas imagenes de DAPI. En blanco se observan las areas de solapamiento rojo-cyan.

Barra =5 pum.
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Figura 25.- Distribucion de foci de yH2AX inducidos por BLM y evidenciados por inmunomarcacion (Cy3; rojo) en
planos provenientes de series en z de nicleos de CHO9 en fase ES en relacion a dominios de replicaciéon (EdU,
verde) y regiones de EC (H3K4mes, gris). Los nucleos fueron contratefiidos con DAPI (azul). Los paneles (a, d, g, j)
y (b, e, h, k) contienen imagenes superpuestas de las sefiales de DAPI/EdU/yH2AX/H3K4mes y
EdU/NH2AX/H3K4me; respectivamente. Los paneles (c, f, i, |) ilustran la superposicion de las mascaras binarias de
los canales verde (EdU), rojo (yH2AX) y cyan (H3K4mes). En verde y blanco se observan respectivamente las areas
de solapamiento rojo-verde y rojo-cyan O rojo-verde-cyan respectivamente. Las flechas ejemplifican foci en los
cuales el area que no colocaliza con dominios replicantes mapea en regiones eucromaticas. Barra = 5 pm.
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Figura 26.- Distribucion de foci de yH2AX inducidos por BLM y evidenciados por inmunomarcacién (Cy3; rojo) en planos
provenientes de series en z de nucleos de CHO9 en fase LS en relacion a dominios de replicacion (EdU, verde) y
regiones de EC (H3K4mes, gris). Los nucleos fueron contratefiidos con DAPI (azul). Los paneles (a, d, g, j) y (b, e, h, k)
contienen imagenes superpuestas de las sefales de DAPI/EdU/yH2AX/H3K4mes; y EdU/NH2AX/H3K4mes
respectivamente. Los paneles (c, f, i, I) ilustran la superposicion de las mascaras binarias de los canales verde (EdU), rojo
(YH2AX) y cyan (H3K4mes). En verde y blanco se observan respectivamente las areas de solapamiento rojo-verde y rojo-
cyan 6 rojo-verde-cyan respectivamente. Las flechas ejemplifican foci en los cuales el area que no colocaliza con
dominios replicantes mapea en regiones eucromaticas. Barra = 5 pm.
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6. Discusion

Diversos trabajos han evidenciado que las estructuras de orden superior de la cromatina
juegan un rol importante en la regulacién de procesos nucleares tales como la transcripcion
y la replicacion del ADN [Mahy et al. 2002; Cremer et al. 2006; Fraser & Bickmore 2007]. En
este sentido, es logico pensar que la estructura de la cromatina (estructuras de orden mayor
de la cromatina) pudiera también incidir tanto en la sensibilidad de las células a agentes

clastogénicos como en los mecanismos de reparacion del dafio genético inducido.

La deteccion del dafio primario del ADN en la cromatina interfasica mediante la visualizacion
in situ de foci de yH2AX por microscopia de fluorescencia ha permitido ahondar en el estudio
de la sensibilidad de los diferentes dominios cromatinicos al dafio inducido. Esta
aproximacion ha hecho posible superar las limitaciones asociadas al analisis de AC en
cromosomas mitéticos [Folle et al. 1997, 1998; Martinez-Lopez et al. 2001, 2004; Puerto et
al. 2001], ya que éste ultimo refleja el resultado del procesamiento de las lesiones en el

nucleo celular y no el dafio genético primario.

Varios autores han postulado una localizacion preferencial de los foci de yH2AX inducidos
en las regiones eucrométicas del genoma [Cowell et al. 2007; Kim et al. 2007, Falk et al.
2008; Karagiannis et al. 2007; Vasireddy et al. 2010]. Sin embargo, la localizacién de los foci
de yH2AX cuando el dafio genético se induce en regiones de eu- o heterocromatina

replicante o en regiones potencialmente activas no ha sido extensamente explorada.

A este respecto, en la presente tesis hemos analizado la distribucion del dafio primario
(RDC) inducido por BLM (foci de yH2AX) en nucleos interfasicos de la linea celular CHO9 en
relacion al estado de la cromatina (regiones eucromaticas positivas H3K4mes), la cromatina

replicante (regiones EdU positivas) o potencialmente activa (foci de ser5P-ARN Pol I1).
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6.1 Nivel de dafio en ndcleos control y tratados co  n BLM

Tanto en los experimentos de yH2AX/ser5P-ARN Pol Il como de yH2AX/EdU/H3K4me; se
observd un dafio basal minimo en los nucleos control en relacién al dafio inducido en los

nucleos tratados con BLM, evidenciando el efecto de la exposicion al agente radiomimético.

Por otro lado, resulté llamativo que una proporcion de las células en los cultivos tratados con
BLM (21,4% en los experimentos de yH2AX/ser5P-ARN Pol 1) presentara una sefial
uniforme de yH2AX en todo el ndcleo, sin presencia de foci definidos. Estos ndcleos no
fueron considerados en los ensayos de colocalizacion (fueron eliminados manualmente de
las ROI en los experimentos de yH2AX/ser5P-ARN Pol Il o no fueron escaneados en los
experimentos de yH2AX/EdU/H3K4mes); limitandose el andlisis a los ndcleos que

presentaban foci de yH2AX definidos.

La existencia de nucleos con marcacion pan-nuclear de yH2AX ha sido reportada en lineas
celulares humanas sometidas a irradiacion UV [Marti et al. 2006; de Feraudy et al. 2010].
Ambos autores determinaron la presencia de este tipo de marcacion en todas las fases del
ciclo celular, aunque principalmente durante la fase S. De acuerdo a los resultados
reportados por de Feraudy et al. [2010] la fosforilacion masiva de H2AX inducida por luz UV
en células en fase S representaria una sefial preapoptotica asociada a un proceso de

muerte celular programada dependiente de ATM y JNK.

En nuestro caso, observamos marcacion pan-nuclear de yH2AX tanto en nucleos
replicantes, positivos para EdU, como en nacleos G1/G2, que no incorporaron EdU durante
el tratamiento con BLM (Figura 27). Por tanto, a diferencia de lo observado con radiacién

UV, la fosforilacibn masiva de H2AX inducida por BLM no seria preponderante en fase S.

La observacion de los nacleos contratefiidos con DAPI en las células con marcacién pan-
nuclear (tanto en fases ES, LS o0 G1/G2) no evidenci6 caracteristicas nucleares asociadas al
proceso apoptético. Sin embargo, no podemos descartar en estas células la presencia de un

proceso apoptético temprano independiente de la fase del ciclo celular.
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Figura 27.- Plano general (objetivo 63X; zoom=1) de nucleos de CHO9 expuestos a bleomicina en relacion a
yH2AX inducida (Cy3; rojo) y dominios de replicacion (EdU; verde) .Los nicleos fueron contratefiidos con DAPI
(azul). Los paneles (a, b y c) corresponden a las sefiales de DAPI, yH2AX y EdU respectivamente. El panel (d)
ilustra la superposicion de las sefiales de EdU (verde) y yH2AX (rojo). Barra = 15 pum.
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6.2 Relacion entre cromatina dafiada y cromatina potenci almente activa

El mapeo sobre idiogramas de cromosomas humanos de las regiones de cromatina
hiperacetilada H4™, RIDGE, antiRIDGE y sitios de fractura generados por RI ha indicado
una localizacion preferencial del dafio genético en las regiones H4™ y RIDGE; sugiriendo
una mayor sensibilidad de la cromatina potencialmente activa a la induccion de dafio por RI
[Folle et al. 2010].

Estos resultados concuerdan con los realizados por Falk et al. [2008], los cuales evaluaron
mediante inmunoFISH la presencia de foci de yH2AX inducidos por Rl en un RIDGE (11 Mb)
y un antiRIDGE (11 Mb) cercanos (12 Mb), que mapeaban ambos en la regidn pericéntrica
de 11g. Estos autores determinaron una mayor sensibilidad (~ 4 veces) del RIDGE en

comparacion con su antiRIDGE proximo.

El andlisis empleando el algoritmo CDA para evaluar la colocalizaciéon de foci de yH2AX
inducidos por BLM y foci de ser5P-ARN Pol Il indicé una tendencia a la colocalizacion de
ambas sefiales (Tabla 3), confirmando los resultados previos de Falk et al. [2008] y Folle et
al. [2010] en relacién a una mayor susceptibilidad de la cromatina potencialmente activa al

dafio genético inducido.

Por otra parte, Solovjeva et al. [2007] analizando in vivo la incorporacion de 5-bromouridina
trifosfato (BrUTP) en moléculas de ARN de células humanas 30 minutos post-irradiacién con
rayos X, obtuvieron una correlaciébn negativa entre las sefiales de BrUTP y los foci de
yH2AX. Los autores concluyeron que la transcripcion resultaba inhibida en la vecindad de los

foci.

Estos hallazgos aparentemente discrepantes podrian deberse a las diferentes
aproximaciones experimentales empleadas en estas investigaciones. Por una parte, la
cromatina potencialmente activa, debido a su menor grado de compactacion, seria mas
susceptible a la induccién de dafio genético. Por otro lado, la inhibicion de la transcripcion en
los sitios dafiados facilitaria la reparacion de las lesiones y/o, como proponen Solovjeva et
al. [2007], restringiria los movimientos de la cromatina a nivel de las RDC, limitando, de ese

modo, la posibilidad que ocurra una reparacién erronea de las lesiones.

En nuestro caso, al realizar la inmunodetecciéon conjunta de Ser5P-ARN Pol Il 'y yH2AX
pudimos aportar evidencias en relacién a la influencia de la cromatina potencialmente activa
sobre la induccién de dafio genético. No obstante, no pudimos evaluar la posibilidad de que
exista una induccién preferencial de foci de yH2AX en las regiones que estaban
transcribiendo (cromatina activa) en el momento de induccion del dafio pues esto hubiera
requerido la inmunodeteccion de Ser2P-ARN Pol Il junto a yH2AX [Egloff & Murphy 2008].
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6.3 Relacion entre cromatina dafiada y eucromatina

El analisis de la relacion entre la distribucion de foci de yH2AX y las regiones eucromaticas
H3K4me; mediante el algoritmo ICA reveld una correlacion positiva entre ambas sefiales en
fases G1/G2, ES y LS (Tabla 12). Asimismo, el analisis de las areas solapantes en
mascaras binarias evidencié también un predominio del dafio en las regiones de EC en

todas las fases (Tabla 14).

Por una parte, la distribucién de foci de yH2AX hacia las regiones eucromaticas mostré un
sesgo (24,1%) en los ndcleos en fases G1/G2 no replicantes, reforzando la hipétesis de que
las areas de cromatina decondensada son mas susceptibles al dafio genético, como ha sido
reportado por otros autores utilizando una metodologia similar [Cowell et al. 2007; Kim et al.
2007, Falk et al. 2008; Karagiannis et al. 2007; Vasireddy et al. 2010]. Por otra parte, la
distribucion de foci de yH2AX hacia las regiones eucrométicas se incrementd
significativamente en los nucleos ES (sesgo: 39.7%), en los cuales la inducciéon del dafio
genético acontecio durante la replicacion de la EC, en comparacion con los nucleos G1/G2
(24.1%). En contraposicion, la localizacion preferencial de foci de yH2AX en regiones
eucromaticas disminuy6 significativamente en los nucleos LS (sesgo: 6.4%) en los cuales el

dafio se gener6 durante la replicacion de la HC.

Estos resultados sugieren que si bien los foci de yH2AX predominaron en la EC (menos
compacta) independientemente de la fase del ciclo celular, la replicacion de la cromatina
también modulé la distribucién del dafio inducido por BLM en cuanto a su localizacién en

eu/heterocromatina tanto en nucleos ES como LS.

Asimismo, las inmunomarcaciones de H3K4me; y ser5P-ARN Pol Il mostraron una
distribucion nuclear similar (Figuras 6, 7, 16, 22, 23 y 24), correspondiente al compartimento
eucromatico. Esto se deberia a que el anticuerpo anti-Ser5P-ARN Pol Il revel6 la cromatina
con capacidad de transcribirse, aunque no necesariamente en proceso activo de
transcripcion al momento de realizar el tratamiento con BLM. Por tanto, es esperable que los
resultados de colocalizacién de foci de yH2AX en relacion a ambas marcas fueran

comparables.
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6.4 Relacion entre cromatina dafiada y cromatinare  plicante

En primera instancia es de destacar que la BLM, a la dosis (40 pg/mL) y tiempo de
incubacién (30 min) empleados, no afectd el proceso de replicacion, ya que la proporcion de
regiones de cromatina replicante fue similar entre células control y tratadas, confirmando lo
observado en estudios previos en cuanto a la no interferencia directa de la BLM sobre la
sintesis del ADN [Chen & Stubbe 2005].

Por otra parte, la marcacion conjunta en nucleos interfasicos de las regiones eucromaticas
(H3K4me; positivas) y los patrones de replicacion (EdU positivas) permitié profundizar en el
andlisis de la influencia de la replicacion de la cromatina en la distribucién del dafio primario

en eu/heterocromatina.

A este respecto, los resultados obtenidos mediante el algoritmo ICA revelaron una
correlacion positiva de foci de yH2AX versus regiones de cromatina replicante (EdU
positivas) tanto en ES como LS (ES: ICQ=0.125, LS: ICQ=0.151; Tabla 7). Asimismo, el
analisis de areas solapantes en mascaras binarias evidencié un predominio del dafio en las
regiones replicantes (sesgo ES: 66,0%; sesgo LS: 60,6%; Tabla 10). Estos valores
resultaron estadisticamente similares indicando un mismo efecto de la replicacion sobre la

distribucion del dafio inducido independiente de la fase del ciclo celular.

Este incremento comparable del dafio inducido por BLM en la eu- o heterocromatina
replicante puede ser explicado por el desenrrollamiento local de la cromatina hasta ADN
desnudo tanto en la EC como en la HC durante la sintesis de ADN. La decondensacion de la
eu- o heterocromatina podria incrementar el acceso de las moléculas de BLM al ADN
(acrecentando el numero de sitios dafiados) y/o la accesibilidad de quinasas involucradas en

la fosforilacién de H2AX.

Mediante un disefio experimental diferente (andlisis de AC inducidas en el cromosoma
cromosoma X de CHO9 por diferentes agentes), Di Tomaso et al. [2006; 2010] también
concluyeron que la cromatina en proceso de replicacién seria mas sensible a los agentes
inductores de dafio en el ADN. Determinaron que las AC inducidas mapeaban
principalmente en regiones heterocromaticas en células LS (replicacién de la HC) y en

regiones eucromaticas en células ES (replicacion de la EC).

Por otra parte, la inspeccion visual de las imagenes fluorescentes y las mascaras binarias
correspondientes a nucleos tanto en ES como LS reveld que estos resultados no se debian
a una distribucion en la cual la mayoria de los foci de yH2AX mapeaban dentro de las areas
replicantes y el resto fuera de ellas, sino a una localizacion recurrente de los foci de yH2AX
en las regiones frontera entre regiones replicantes y no replicantes (Figuras 19 y 20).

Asimismo, se pudo apreciar que el area de los foci que no colocalizaba con dominios
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replicantes mapeaba con frecuencia en regiones eucromaticas (H3K4me; positivas) tanto en

nucleos ES como LS (Figuras 25y 26).

Estas observaciones podrian implicar, en ambas fases, la migracion de foci de yH2AX desde
dominios replicantes (eu- o heterocromaticos) hacia regiones de EC en los limites entre

dominios cromatinicos replicantes y no replicantes.

En este sentido, Aten et al. [2004] y Scherthan et al. [2008] postularon la existencia de
factorias o hubs de reparaciéon hacia las cuales migrarian las RDC para ser reparadas. El
hecho de no observar en nuestras imagenes protrusiones de ADN marcado con EdU
portando foci de yH2AX fuera de los dominios replicantes, sugiere que la migracion del dafio
hacia hubs de reparacién seria de rango limitado. Dichos hubs se localizarian en las

interfases de dominios replicantes y no replicantes.

Por otro lado, en ensayos de microirrradiacion de regiones de HC empleando trayectorias
lineales de iones, Jakob et al. [2011] observaron el reposicionamiento de foci de yH2AX
desde regiones heterocrométicas hacia regiones menos condensadas en la periferia de la
HC, sugiriendo el movimiento de los sitios dafiados hacia estas regiones para su reparacion.
Sin embargo, como en nuestras imagenes de nucleos en fase ES (EC replicando)
observamos también una distribucion de los foci de yH2AX en las interfases replicante/no
replicante, la migracion hacia estas regiones no dependeria del estado de la cromatina. Por
el contrario, esta observacion implicaria la migracion de las RDC hacia compartimentos
especializados en regiones eucromaticas fuera de las areas replicantes, tanto en ES como

LS, para su reparacion.

Esto permitiria concluir que la cromatina dafiada de una regidn replicante eu- o
heterocromatica podria migrar hacia una regién eucromatica no replicante contigua para ser

reparada.

Ademas, estudios de microscopia electrénica y nanoscopicos en el contexto del modelo TC-
Cl han aportado evidencias que apoyan la existencia de una zona de cromatina
decondensada denominada region pericromatinica (en la superficie de cada dominio
cromosomico bordeando el CI), la cual constituiria el subcompartimento nuclear principal
donde ocurririan los procesos de transcripcion, splicing co-transcripcional y replicacion del
ADN [Jaunin & Fakan 2002; Trentani et al. 2003; Markaki et al. 2010]. Asimismo, cabe la
posibilidad de que otros procesos nucleares de singular importancia, tales como la
reparacion del ADN, pudieran ocurrir preferencialmente en estas regiones. Para investigar
este punto, Solimando et al. [2009] utilizaron microscopia electronica para determinar la
distribucion de las proteinas de reconocimiento del dafio XPA y XPC en lineas celulares
humanas. Estas proteinas forman parte del sistema de reparacién por escisibn de
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nucleétidos (Nucleotide Excision Repair, NER), el cual resulta esencial para la remocion del
dafio inducido por UV. Observaron que ambas proteinas se acumulaban rdpidamente en la
region pericromatinica luego de la irradiacién con UV mientras que s6lo XPC presentaba
una concentracion moderada en el interior de los dominios cromatinicos. Esto sugiere que si
bien el dafio era reconocido por XPC dentro de estos dominios, los complejos de reparacion
se ensamblaban preferentemente en las regiones pericromatinicas. Sus hallazgos indicarian
gue las lesiones producidas por UV en el interior de los dominios podrian ser reubicadas
hacia las regiones pericromatinicas para su reparacion. Por tanto, si bien es posible que las
factorias de reparacion de RDC (y por consiguiente los foci de yH2AX) se ubiguen
preferencialmente en estas regiones, nuestra metodologia de estudio no permitié dilucidar

este aspecto.

A su vez, la localizacion de foci de yH2AX en interfases replicantes/no-replicantes podria
responder a que las lesiones inducidas por BLM se concentraron en las regiones
denominadas TTR (Timing Transitions Regions), correspondientes a segmentos de ADN
localizados entre dominios de replicacion temprana y tardia [Méndez 2009]. Como se
menciond anteriormente, el cambio en la dinamica de replicacion entre bandas G-claras y G-
oscuras en mamiferos ocurre gradualmente desde fases ES-MS a LS [Takebayashi et al.
2005], produciéndose un enlentecimiento significativo de la replicacion del ADN cuando las
regiones de 1-2 Mb de los TTR replican [Herrick 2011]. Se ha reportado que tras la
replicacion de las bandas G-claras eucromaticas, las horquillas de replicacion se detienen
en los TTR de las regiones interbanda, reiniciando la sintesis de ADN en la banda G-oscura
adyacente luego de la pausa de fase MS [Holmquist & Ashley 2006]. Esta region interbanda,
desprovista de origenes de replicacion, es duplicada usualmente mediante una Unica
horquilla de replicacién [Ermakova et al. 1999], pudiendo generar regiones propensas al
dafio genético. A este respecto, Watanabe et al. [2002] observaron, midiendo los tiempos de
replicacion a todo lo largo de los brazos cromosémicos 11q y 21g humanos, que los genes
relacionados a canceres presentes en estos dominios de brazo se concentraban en los TTR.
Por otra parte, estas regiones presentaban también una alta frecuencia de SNP (Single
Nucleotide Polyphorphism) y de genes relacionados a otras enfermedades, como Alzheimer,
esclerosis lateral amiotrofica o fenilcetonuria. En total, 29 de los 52 genes presentes en las
regiones de transicion entre dominios de replicacion temprana y tardia se asociaron a
enfermedades. Asimismo, estudios posteriores de este grupo de investigacion en lineas
celulares humanas, evidenciaron que los amplicones de las bandas cromosomicas 1113 y
11922 se localizaban en TTR [Watanabe et al. 2004]. Estos estudios sugieren que las
regiones entre dominios de replicacién temprana y tardia coinciden con regiones inestables

del genoma. Ha sido documentado que la existencia de pausas durante la replicacion
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provoca un incremento en las rupturas del ADN y los reordenamientos cromosoémicos
[Verbovaia & Razin 1997; Rothstein et al. 2000] lo que podria explicar, en parte, la

inestabilidad genética de estas regiones.
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7. Conclusiones

1) La marcacion de yH2AX en nucleos control fue minima con respecto a la inducida por
BLM (40 pg/ml; 30 min), evidenciando el efecto de la exposicibn a este agente

radiomimético.

2) La proporcién de regiones de cromatina replicante fue similar entre células control y
tratadas, revelando que la BLM a la dosis y tiempo de incubacion empleados, no afect6 el

proceso de replicacion.

3) El andlisis empleando el algoritmo CDA indicd colocalizacién entre foci de yH2AX
inducidos por BLM y foci de ser5P-ARN Pol I, confirmando resultados previos en relacién a

una mayor sensibilidad de la cromatina potencialmente activa a la induccién de dafio.

4) El andlisis mediante el algoritmo ICA y la determinacién de areas solapantes en mascaras
binarias reveld colocalizacion entre las sefiales de foci de yH2AX vy las regiones

eucromaticas H3K4me; en todas las fases del ciclo celular:

a) En los ndcleos en fases G1/G2 no replicantes este resultado ratificd la hipoétesis,
postulada por diversos autores, de que las areas de cromatina decondensada son mas

susceptibles al dafio genético.

b) En comparacion con nucleos G1/G2, la localizacion de foci de yH2AX en las regiones
eucroméaticas H3K4me; se increment6 en nucleos ES mientras que disminuy6 en nucleos
LS. Este hallazgo demuestra una modulacién en la distribucion del dafio inducido por BLM

en eu/heterocromatina por parte de la replicacion del ADN.

5) Las inmunomarcaciones de H3K4me; y ser5P-ARN Pol Il mostraron una distribucion
nuclear similar, correspondiente al compartimento eucromatico, ya que el anticuerpo anti-
(Ser5P-ARN Pol Il) detecta la cromatina con capacidad de ser transcripta, aunque no
necesariamente en activa transcripcion durante el tratamiento con BLM. Por tanto, era
esperable observar resultados similares de colocalizacion de foci de yH2AX en relacion a

ambas inmunomarcaciones.
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6) El analisis de la distribucion de foci de yH2AX versus regiones de cromatina replicante
mediante el algoritmo ICA y la determinacién de &reas solapantes en mascaras binarias
evidencio, tanto en ES como LS, un predominio del dafio en la cromatina replicante,
confirmando resultados anteriores de nuestro equipo de investigacion mediante andlisis de
AC inducidas. Este resultado podria responder a la decondensacion local de la eu- o
heterocromatina hasta ADN desnudo en dominios replicantes, lo cual incrementaria el
acceso de las moléculas de BLM al ADN y/o la accesibilidad de quinasas involucradas en la
fosforilacion de H2AX.

7) La inspeccion visual de las imagenes fluorescentes multicanal o las méascaras binarias
correspondientes en nucleos ES o LS revelé una localizacion recurrente de los foci de
yH2AX en las regiones frontera entre dominios replicantes y no replicantes. Este hallazgo

podria responder a los siguientes fenomenos:

a) la migracion de foci hacia las fronteras entre dominios de cromatina replicantes/no-

replicantes donde se ubicarian factorias o hubs de reparacion de RDC.

b) la localizacion preferencial de las lesiones inducidas por BLM en las regiones TTR,
correspondientes a segmentos de ADN entre dominios de replicacion temprana y tardia, los

cuales se ha postulado constituirian regiones del genoma sensibles al dafio.
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8. Perspectivas

En la presente tesis hemos observado, en nucleos que se encontraban en proceso de
sintesis de ADN al momento de induccién del dafio, una peculiar distribucion de foci de
yH2AX. A este respecto, constatamos la presencia de foci de yH2AX en regiones frontera
entre dominios replicantes/no-replicantes. Un patrén de distribucién de yH2AX de este tipo
no ha sido descrito con anterioridad en la literatura cientifica, por lo cual seria importante

ahondar en el estudio de este fendmeno. Esto podria llevarse a cabo a través de:

1) El estudio de la distribucién de foci de yH2AX en nucleos replicantes y no replicantes
mediante el andlisis de imagenes obtenidas por microscopia electronica y/o super-
resolucion, las cuales al permitir el estudio de la estructura nuclear a escala nanoscaépica,
podrian proporcionar evidencias para determinar si existe una ubicacion preferencial de foci

de yH2AX en subcompartimentos nucleares especializados en la reparacion.

2) La utilizacion de algoritmos que no valoren el solapamiento entre sefales fluorescentes
(como en los ensayos de colocalizacion) sino la proximidad entre las mismas. Por ejemplo,
algoritmos basados en el andlisis de conectividad entre diferentes estructuras o en la
generacion de capas multiples dentro del volumen nuclear dependientes de la cercania a
zonas replicantes. Esto posibilitaria abordar con mayor exactitud el estudio de la localizacién

de foci de yH2AX en regiones frontera entre diferentes dominios de replicacion nucleares.

3) La irradiacién de las células con RI para reducir el intervalo de induccion de dafio a
milisegundos y, de esta forma, eliminar la heterogeneidad de los foci de yH2AX respecto al

momento de su formacién producto de la exposicion de los cultivos a 30 minutos de BLM.

4) El estudio de la distribucion de foci de yH2AX en ndcleos replicantes y no replicantes
mediante el andlisis de imagenes obtenidas en microscopios confocales de tipo spinning
disk, lo cual permitiria explorar en células vivas una posible evolucion temporal de la
distribucion de foci de yH2AX en relacion a regiones replicantes. Podria complementarse
este andlisis cinético utilizando el ensayo TUNEL para detectar directamente las RDC

generadas en el ADN.

5) El uso de sondas fluorescentes para visualizar TTR especificos (por ejemplo, regiones
interbanda) junto con foci de yH2AX (técnica de inmuno-FISH), lo cual permitiria evaluar
directamente si existe una localizacion preferencial de los foci en algunas de estas regiones

del genoma aparentemente sensibles a la induccion de dafio.
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Ademas seria de interés evaluar si:

1) Los foci de yH2AX se localizan preferentemente en las regiones en proceso de
transcripcién durante el tratamiento con BLM mediante la inmunodeteccion de Ser2P-ARN
Pol Il junto a yH2AX.

2) La marcacion pan-nuclear de yH2AX encontrada en los cultivos expuestos a BLM

representa una sefial de apoptosis temprana evaluando, por ejemplo, la deteccion de
fosfatidilserina mediante Anexina V.
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