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RESUMEN / ABSTRACT







Resumen

Nuestro organismo se encuentra expuesto constantemente a diversos
agentes genotoxicos, tanto de origen externo como interno. Uno de estos
agentes, las especies reactivas de oxigeno (ROS) originadas principalmente a
causa del metabolismo oxidativo, pueden inducir importantes danos en el ADN.
Si la presencia de ROS se mantiene de forma prolongada, o estos radicales no
son neutralizados por los sistemas de defensa antioxidante, puede derivar en
una situacién conocida como estrés oxidativo, nociva para la célula. El enzima
Poli(ADP-ribosa) Polimerasa 1 (PARP-1) es crucial para la deteccion y
posterior reparacién del dano oxidativo en el ADN generado por la acciéon de
las ROS. Para ello, PARP-1 modifica y activa una serie de proteinas nucleares
involucradas en los mecanismos de reparacion del ADN a las que afade un
polimero de ADP-ribosa en un proceso conocido como poli-ADP-ribosilacion.
En determinadas circunstancias, sin embargo, PARP-1 puede desencadenar
procesos de muerte celular, bien por el agotamiento energético causado por el
consumo excesivo del NAD*, sustrato de PARP-1, o bien por la induccion de la
traslocacién del Factor Inductor de Apoptosis (AIF) desde la mitocondria al

nucleo.

En la presente Tesis doctoral se ha estudiado el papel de la enzima
PARP-1 en la respuesta al dano oxidativo inducido por las ROS, tanto en un
modelo murino como humano. Como modelo murino se ha utilizado la retina de
raton, estructura nerviosa que consume grandes cantidades de oxigeno
durante el proceso de fototransduccién; en concreto, se han usado retinas
postnatales en desarrollo, cultivos organotipicos de retina y una linea celular
derivada de fotorreceptores. Por otro lado, se ha utilizado también una linea
celular de hepatocitos humanos, dado que el higado es un 6rgano sometido a
un alto consumo de oxigeno durante el proceso de detoxificacion. Ambos
modelos han sido utilizados como ejemplos de estructuras sometidas a una alta
presencia de ROS in vivo, y en los que el estrés oxidativo parece tener un
papel importante en el desarrollo de ciertas patologias asociadas con estos

organos.

En primer lugar, esta Tesis muestra que el dafo oxidativo se incrementa

progresivamente durante el desarrollo postnatal de la retina de ratdén: es bajo

3



Resumen

durante las primeras semanas de desarrollo, pero aumenta a partir del dia 14
de desarrollo postnatal (P14). Al mismo tiempo, la actividad de PARP-1 result6
ser elevada durante la primera semana de desarrollo postnatal (desde PO a
P7), para disminuir rapidamente en estadios posteriores. Curiosamente, los
niveles reducidos de dafo oxidativo en la retina durante la primera semana de
desarrollo postnatal coinciden con un periodo de actividad de PARP-1 elevada.
La expresion de la forma fosforilada de la histona H2AX (y-H2AX) es
considerada como un marcador de dafo de doble cadena en el ADN; la
presencia de y-H2AX se incrementa durante la segunda semana de desarrollo
postnatal, con un pico de mayor expresién en P14, cuando la actividad de
PARP-1 era mas baja. Por tanto, los datos anteriores sugieren que PARP-1
juega un papel en el control del dafno en el ADN durante las etapas tempranas
del desarrollo postnatal de la retina.

En segundo lugar, para evaluar el papel de PARP-1 en la respuesta al
dafio oxidativo inducido sobre la retina de ratébn se sometieron cultivos
organotipicos de explantes de retina de raton y la linea celular murina 661W
(modelo in vitro de fotorreceptores de ratdén) a un tratamiento con perdxido de
hidrogeno (H2O2), agente generador de dafos oxidativos. La inhibicion
farmacolégica de PARP-1 con el inhibidor PJ34 en explantes de retina tratados
con H>O incrementé la cantidad de células en proceso de muerte; al mismo
tiempo se observaba un aumento de y-H2AX, mas notorio en la capa nuclear
externa, donde se localizan los nucleos de los fotorreceptores. El andlisis de
fosfoprotedbmica realizado sobre la linea celular 661W tras el tratamiento
oxidativo mostré que la inhibicion de PARP-1 potencié la fosforilacién, y
consiguiente activacién, de proteinas relacionadas con la respuesta al dafno en
el ADN, concretamente en motivos SQ. La fosforilacién en motivos SQ se ha
relacionado con la activacién de las quinasas ATM/ATR, implicadas en la
respuesta celular al dano en el ADN. Ademas, la inhibicion de PARP-1 tras el
tratamiento oxidativo redujo la proliferacion de la linea celular retiniana y
potencié la parada del ciclo celular en fase Go/M. Finalmente, la inhibicién de
PARP-1 potenciaba la fosforilacion de los sustratos de ATM/ATR tras el

tratamiento oxidativo, tanto en explantes de retina como en la linea celular
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661W, lo que indicaba un incremento de la actividad de estas quinasas. Estos
resultados indican que la inhibicion de PARP-1 potencia los efectos adversos
inducidos por el tratamiento oxidativo en la retina de ratén, especialmente

sobre las células de los fotorreceptores.

En tercer lugar, se estudié el papel de PARP-1 en las células hepaticas
sometidas a estrés oxidativo ya que el higado es otro 6rgano susceptible de ser
danado por la accion de las ROS, y ademas el estrés oxidativo parece estar
involucrado en la progresion de diversas enfermedades hepéticas. Para evaluar
el papel de PARP-1 y su relacién con la respuesta al dafio oxidativo en el
higado se utilizé la linea celular hepatica humana WRL68 (modelo in vitro de
hepatocitos), que fue también tratada con H»O.. Dicho tratamiento produjo un
descenso de la viabilidad celular e increment6 la actividad de PARP-1 de
manera dosis dependiente. En cambio, la inhibiciéon de la actividad de PARP-1
mediante los inhibidores PJ34 y AG14361 increment6 la viabilidad en estas
células y redujo la muerte tras el tratamiento oxidativo. Ademas, la inhibicion de
PARP-1 contrarresté los cambios observados en la morfologia mitocondrial tras
el tratamiento oxidativo: redujo el numero de mitocondrias globulares
(asociadas a procesos de fragmentacion mitocondrial), incrementé el numero
de mitocondrias con morfologia tubular, asi como su area y el numero de
crestas. La administracion de NAD" también incrementé la viabilidad celular y
mostré6 el mismo efecto que los inhibidores de PARP-1 en cuanto a la
preservacion de la morfologia mitocondrial tras el tratamiento oxidativo. Por
ultimo, la activacién de PARP-1 tras el tratamiento con H>O, produjo un
agotamiento en los niveles de ATP, situacidn que fue revertida en presencia de
los inhibidores de PARP-1 o mediante la administracion de NAD®. Todo lo
anterior indica que la inhibicién de PARP-1, gracias en parte a la preservacion
del sustrato NAD*, tiene un papel protector en las células hepaticas sometidas
a estrés oxidativo, ya que incrementa la viabilidad celular, preserva los niveles
de ATP intracelulares, reduce la fragmentacion mitocondrial y disminuye la

muerte celular.

Por ultimo, y en cuarto lugar, el analisis de fosfoproteémica realizado en

la linea celular hepatica mostré que el bloqueo de la actividad de PARP-1, bien
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mediante el uso del inhibidor PJ34 o mediante el silenciamiento de PARP-1,
era capaz de contrarrestar parte de los cambios observados en la fosforilacion
de las proteinas tras el tratamiento oxidativo. Ademas, la administraciéon de
NAD* mostr6 efectos similares al producido por el inhibidor PJ34 o por el
silenciamiento de PARP-1. En concreto, los ensayos de fosfoprote6mica
revelaron que la quinasa AMPK (proteina quinasa activada por AMP), implicada
en la respuesta celular inducida por un estrés energético, presenta mayor
activacion tras el tratamiento con H.O,, tal vez en respuesta al descenso de los
niveles de ATP como consecuencia de la sobreactivaciéon de PARP-1 tras el

tratamiento oxidativo.

Sin embargo, el silenciamiento de PARP-1 redujo la actividad de AMPK
y disminuy6 el estado de fosforilacion de ciertos sustratos de AMPK, como el
enzima Acetil-CoA carboxilasa 1 (ACC1) o la proteina activadora de GTPasas
TBC1D1. La administracién de NAD™ en las células sometidas a tratamiento
oxidativo mostré resultados analogos, indicando que el agotamiento energético
causado por la sobreactivacion de PARP-1 podria ser responsable de los
cambios observados en el patrén de fosforilacién y en la actividad de AMPK.
Por dltimo, el silenciamiento de PARP-1 también incrementd la viabilidad

celular de la linea celular WRL68 tras el tratamiento oxidativo.

En resumen, en esta Tesis doctoral se muestra que la inhibicién del
enzima PARP-1 puede tener un efecto diferente dependiendo del tipo de célula
afectada por el estrés oxidativo; la inhibicion de PARP-1 podria tener un efecto
negativo en el tratamiento de enfermedades retinianas en las que el estrés
oxidativo esté involucrado, mientras que la inhibicion de PARP-1 puede ser una
posible diana terapéutica para el tratamiento de enfermedades hepaticas
asociadas con el estrés oxidativo.



Abstract

Our organism is continuously exposed to genotoxic agents, either
exogenous or endogenous. One of these agents, known as reactive oxygen
species (ROS), which are mainly originated during oxidative metabolism, may
cause severe damage to DNA. If this situation prolongs or is not counteracted
by the antioxidant defence system, it may originate a harmful situation for the
cells known as oxidative stress. The enzyme Poly(ADP-ribose) Polymerase 1
(PARP-1) has a relevant role in signalling and repairing of the DNA damage
caused by ROS. For that, PARP-1 modifies and activates nuclear proteins
involved in DNA repair by adding polymers of ADP-ribose to target proteins in a
process known as poly-ADP-ribosylation. However, PARP-1 may promote cell
death processes in certain conditions due to an excessive consume of NAD" or
by the translocation of the Apoptosis Inducing Factor (AIF) from the

mitochondria to the nucleus.

In the present work we have studied the role of PARP-1 enzyme in the
response to oxidative damage induced by ROS, both in murine and human
models. As murine model, we have used mouse retina, a nervous system
structure that consumes high levels of oxygen during phototransduction
processes; specifically, we have used developing postnatal retinas, organotypic
cultures of retinal explants and a photoreceptor-derived cell line. On the other
hand, we also used a human hepatic cell line, since liver is an organ with high
oxygen consumption during the processes of detoxification. Both models have
been used as examples of structures with high levels of ROS in vivo, and in

which oxidative stress is thought to be involved in disease development.

Firstly, this Thesis shows that oxidative damage increases progressively
during the postnatal development of the retina: it is low during the first weeks of
life, but increases after the 14th day of postnatal development (P14). At the
same time, PARP-1 activity was high during the first week (from PO to P7) and
decreased quickly in later stages. Interestingly, low levels of oxidative damage
during early postnatal development stages concurred with the period in which
PARP-1 activity was high. The expression of the phosphorylated histone H2AX
(y-H2AX), a marker of double strand breaks, also increases during the second

week of postnatal development, with high levels of y-H2AX at P14, when PARP-
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1 activity was low. Therefore, these results suggest that PARP-1 plays a key
role in controlling the damage of DNA during the early postnatal development of

the retina.

Second, the role of PARP-1 in the cellular response to oxidative damage
in mouse retina was evaluated using organotypic cultures of mouse retinal
explants and cultures of the murine cell line 661W (in vitro model of mouse
photoreceptors), both treated with hydrogen peroxide (H20.), an agent which
induces oxidative damage. The pharmacological inhibition of PARP-1 with PJ34
in retinal explants increased the cell death and the expression of y-H2AX,
mostly in the outer nuclear layer (ONL), where the nuclei of the photoreceptors
are located. Phosphoproteomics analysis performed on the cell line 661W
showed that the inhibition of PARP-1 potentiated the phosphorylation of
proteins involved in the DNA damage response, mainly at SQ motifs. The
phosphorylation at SQ motifs has been related to the activity of ATM/ATR
kinases, which are involved in the DNA damage response. In addition, the
inhibition of PARP-1 decreased the cell proliferation and potentiated the cell
cycle arrest at Go/M phase in retinal cell line after oxidative treatment. Finally,
PARP-1 inhibition increases the phosphorylation of the substrates of ATM/ATR,
in both retinal explants and 661W cells, after oxidative treatment. These results
indicate that PARP-1 inhibition potentiates the negative effects produced by an

oxidative treatment in mouse retina, mainly in the photorreceptors cells.

Third, we evaluated the role of PARP-1 in hepatic cells suffering from
oxidative stress, since liver is also susceptible of damage by ROS and oxidative
stress is involved in the progression of many liver diseases. In order to evaluate
the role of PARP-1 and its relationship with the cellular response to oxidative
damage in the liver we used the human hepatic cell line WRL68 (in vitro model
of human hepatocytes), which was also treated with H,O,. Such treatment
produced a decrease in the cell viability and increased PARP-1 activity in a
dose dependent-manner. However, the inhibition of PARP-1 using the inhibitors
PJ34 and AG14361 increased the cell viability and reduced the cell death in
these cells after the oxidative treatment. In addition, the inhibition of PARP-1

reduced the morphological changes observed in mitochondria after oxidative
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treatment: it disminished the number of globular mitochondria (associated with
mitochondrial fragmentation processes), increased the number of tubular
mitochondria, as well as the area and the number of cristae. Supplementation
with NAD™ also increased the cell viability in the cultures and showed the similar
protective effects on preserving mitochondrial morphology after oxidative
treatment. Finally, the activation of PARP-1 after H,O, treatment induced a
depletion in ATP levels, which could be counteracted using PARP-1 inhibitors or
NAD* supplementation. All these results indicate that PARP-1 inhibition, mainly
due to the preservation of NAD", has a protective role in hepatic cells suffering
from oxidative stress, since it increases cell viability, maintains intracellular ATP
levels, reduces mitochondrial fragmentation and decreases cell death
processes.

And lastly, phosphoproteomics analysis performed on the hepatic cell
line showed that blockade of PARP-1 activity, either by using PJ34 inhibitor or
by PARP-1 silencing, reduced the changes observed in protein phosphorylation
after the oxidative treatment. NAD™ supplementation had a similar effect to that
produced by PJ34 inhibitor or by the PARP-1 silencing. Specifically,
phosphoproteomics analysis showed that the actitivity of kinase AMPK (AMP-
activated protein kinase), which are involved in the cellular responses to energy
stress, was increased after H,O, treatment, perhaps in response to the
decrease in ATP levels resulting from the overactivation of PARP-1 after

oxidative treatment.

However, the silencing of PARP-1 reduced the activity of AMPK and
reduces the phosphorylation of its substrates, such as Acetyl-CoA carboxylase
1 (ACC1) or GTPase-activating protein TBC1D1. NAD" supplementation in cells
subjected to oxidative stress showed similar results, which indicates that the
depletion of energy induced by the overactivation of PARP-1 may be
responsible of the changes observed in the phosphorylation pattern and AMPK
activity. Finally, the silencing of PARP-1 increased the cell viability of WRL68

cells after oxidative treatment.



Abstract

In summary, we have observed that the inhibition of PARP-1 may have
different effects depending on the type of cell affected by oxidative stress; the
inhibition of PARP-1 may have a negative effect on the treatment of retinal
diseases in which oxidative stress is involved, while the inhibition of PARP-1
may be a valuable therapeutic approach for the treatment of liver diseases
associated with oxidative stress.
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Introduccion

1.1. El estrés oxidativo como inductor de dainos en la célula

Los organismos aerobios utilizan el oxigeno molecular (O2) como un
elemento clave para su supervivencia, dado que es necesario para la
respiracion, y para la obtencién de energia. No obstante, como consecuencia
de las reacciones de oxido-reduccién que ocurren en las mitocondrias durante
la respiracion celular aerdbica y debido a que el O, es el ultimo aceptor de
electrones en la cadena de transporte electrénico, se pueden generar especies
reactivas de oxigeno (ROS, del inglés Reactive Oxygen Species)

potencialmente perjudiciales para el organismo.

Las ROS mas habituales son el radical superoxido (O.7), el radical
hidroxilo (OH-) y el peréxido de hidrégeno (H20O2), aunque también existen otras
como el oxigeno singlete ('0,), el acido hipocloroso (HCIO), el radical peroxilo
(ROQ-) y el radical hidroperoxilo (HOO-) (Birben et al., 2012). Es importante
destacar que el término ROS es usado de manera genérica para denominar a
todos los intermediarios reactivos del oxigeno, tanto a los radicales libres como
a los no radicales. Los radicales libres son atomos o moléculas que poseen uno
o varios electrones desapareados, haciendo que posean una alta inestabilidad
y puedan reaccionar con otras moléculas (Kalyanaraman, 2013; Li et al.,
2015c); dentro de este grupo encontramos a los radicales superodxido, hidroxilo
e hidroperoxilo. El resto de ROS, no se consideran radicales libres al no poseer
electrones desapareados (por ejemplo, el H2O- y el acido hipocloroso), aunque
pueden dar lugar a radicales libres, y por tanto se consideran como ROS no
radicales. Ademas de las ROS, también se pueden generar especies reactivas
a partir del nitrégeno, denominadas especies reactivas de nitrégeno (RNS, del
inglés Reactive Nitrogen Species) como el 6xido nitrico (NO), el peroxinitrito
(ONOQ)) y el diéxido de nitrégeno (NOy), con efectos toxicos para las células si
se presentan en concentraciones elevadas (Ye et al., 2015).

Tanto las ROS como las RNS pueden generarse como consecuencia del
propio metabolismo celular (fuente enddgena) o tener una procedencia
exégena (humo del tabaco, farmacos, radiacion ionizante, etc.). En cuanto al

origen enddgeno, la gran mayoria de las ROS se originan en la mitocondria
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como consecuencia de la actividad de la cadena de transporte electrénico,
aunque también se pueden originar en reacciones que se producen en otros
organulos (por ejemplo, en el reticulo endoplasmatico y en los peroxisomas)
(Ye et al., 2015). Asi, el radical superdxido se origina como subproducto de las
reacciones de transporte de electrones entre los complejos Il y IV en la cadena
de transporte de electrones de la mitocondria y durante la actuacion de las
enzimas NADPH oxidasa (sistema NOX) y xantina oxidasa (Birben et al., 2012;
Ye et al., 2015) (Figura 1). Los radicales superéxido son eliminados mediante
reacciones que producen HoO, debido a la actividad de diversas enzimas como
la xantina oxidasa, la amino &cido oxidasa, la NADPH oxidasa, las peroxidasas
en los peroxisomas y, a nivel mitocondrial, en la detoxificacion del i6n
superoxido. Este peréxido puede cruzar las membranas bioldgicas, y aunque
es relativamente poco reactivo, en presencia de metales de transicion como
Fe*? y Cu*, y por medio de las reacciones de Haber-Weiss y de Fenton se
transforma en el radical hidroxilo, considerado unos de los radicales libres mas
reactivos y perjudiciales para los organismos (Figura 1) (Birben et al., 2012;
Lushchak, 2014).
Xantina oxidasa
Aminoécido oxidasa

NADPH oxidasa
Peroxisomas

CTE
NADPH oxidasa Reaccion de Fenton
Xantina oxidasa - SOD (Fe) .
, ) H 202 OH
Radical Radical
superdxido hidroxilo

Peroxidacion lipidica
Oxidacion de proteinas
Dafos en el ADN

Figura 1. Generacion y consecuencias de las ROS. El metabolismo del oxigeno puede dar
lugar a la generacidon de especies reactivas de oxigeno (ROS) entre las que encontramos
radicales libres (por ejemplo, el radical superdxido y el radical hidroxilo) y no-radicales libres
(perdxido de hidrogeno, H.O,). Las ROS pueden producir la oxidacion de lipidos (peroxidacion
lipidica) y proteinas, y dafar la estructura del ADN, teniendo efectos perjudiciales para la célula

(CTE, cadena de transporte electrénico; SOD, superéxido dismutasa).
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Los organismos han desarrollado un sistema de defensa antioxidante
complejo para contrarrestar la producciéon o presencia de ROS/RNS, y
minimizar los efectos negativos que estas puedan tener. Dentro de las
defensas antioxidantes desarrolladas por las células nos encontramos dos
modalidades: el sistema de defensa antioxidante enzimatico y el sistema de
defensa antioxidante no enzimatico (Birben et al., 2012).

En el sistema antioxidante enzimatico encontramos enzimas cuya
actividad produce la degradacién de las ROS, como los enzimas superdxido
dismutasa (SOD), glutatiéon peroxidasa (GPX) y catalasa. En concreto, la SOD,
de la que existen tres isoformas en humanos: citosdlica (Cu o Zn-SOD),
mitocondrial (MnSOD) y extracelular (EC-SOD), convierte el radical superéxido
en H>O.. Por su parte, la catalasa y GPX reaccionan con el H,O, produciendo
HoO y Oz (Lubrano y Balzan, 2015).

El sistema antioxidante no enzimatico esta formado por compuestos de
bajo peso molecular, tales como la vitamina A, la vitamina E (a-tocoferol) y el
acido ascorbico (vitamina C), que interaccionan con las ROS y las bloquean
(Lubrano y Balzan, 2015). Por ejemplo, la vitamina E es capaz de reducir
radicales peroxilo e incluso el oxigeno singlete, eliminando su efecto téxico
(Grune et al., 2004).

Aunque las ROS/RNS son altamente reactivas y puedan llegar a tener
efectos perjudiciales para los componentes celulares, a concentraciones bajas
o moderadas cumplen un papel importante dentro de los organismos, formando
parte de la respuesta inmunitaria (como en la defensa frente a patégenos) o
participando en la regulacion de rutas de sefalizacion celular. Por ejemplo, a
concentraciones entre 0 y 1 mM, el H.O, puede promover la activacion de la
isoforma la de la protein-quinasa dependiente de cGMP (PKGl la) favoreciendo
la relajacion de la vasculatura coronaria (Burgoyne et al., 2007). Asimismo, el
H-O> generado tras la exposicién a factores de crecimiento puede oxidar e
inactivar a la fosfatasa PTEN (regulador negativo de la via de sefnalizacién de
Akt), permitiendo la activacion de esta ruta (Kwon et al., 2004) implicada en la

proliferacién celular.
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En cambio, concentraciones elevadas de ROS/RNS pueden tener
efectos perjudiciales para el organismo si el sistema de defensa antioxidante no
puede contrarrestar su presencia. En esta situacion las ROS/RNS pueden
reaccionar de manera indiscriminada con diversos componentes celulares
alterando la estructura y la funcién celular, ocasionando un dafo celular que
puede llegar a ser irreparable, produciéndose en este caso la muerte de la
célula (Figura 1). Los principales objetivos de las ROS son los dobles enlaces
de los lipidos, los residuos de cisteina y metionina en las proteinas y las bases
nitrogenadas de la guanina para formar 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina (8-OHdG)
(Mailloux y Harper, 2012). La formacion de 8-OHdG es el producto mas comun
tras la reaccion de ROS con el ADN, con alta capacidad mutagénica y usado
como marcador de dano oxidativo en los tejidos (Nishida et al., 20183;
Valavanidis et al., 2013). Ademas de las lesiones en las bases nitrogenadas del
ADN, los radicales libres pueden interaccionar con el ADN produciendo roturas
gue ocasionan mutaciones e inestabilidad genémica, e incluso ocasionando la
muerte celular por un dano excesivo e irreparable en el ADN. Por otro lado, las
proteinas también pueden ser modificadas por las RNS, como el peroxinitrito o
el NO,, mediante la nitraciéon de residuos de tirosina, generando 3-nitrotirosina
(3-NT), cuya presencia se considera un marcador de estrés nitrosativo (Ahsan,
2013).

En condiciones normales existe un equilibrio entre la produccion de
ROS/RNS vy su eliminacién por parte del sistema de defensa antioxidante. Sin
embargo, en ocasiones puede originarse un desequilibrio entre la cantidad de
ROS/RNS y los mecanismos encargados de eliminarlos, generando una
situacién denominada estrés oxidativo. Esta situacién de estrés oxidativo puede
causar alteraciones en diversos componentes celulares, como se ha
mencionado anteriormente, culminando en muchos de los casos con la muerte
de las células. El término “estrés oxidativo” se formulé por primera vez en 1985,
y se definia como “una perturbacion en el equilibrio prooxidante-antioxidante a
favor del primero” (Sies, 1985). Este desequilibrio puede originarse como
consecuencia de: a) un incremento en la producciéon enddégena o exdégena de

ROS/RNS; b) por deficiencias en los sistemas de defensa antioxidante no
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enzimaticos; c) inactivacion de las enzimas antioxidantes; d) disminucion de la
sintesis de las enzimas o compuestos antioxidantes; o €) por la combinacion de

varias de estas causas (Lushchak, 2014).

La presencia de ROS o RNS también se ha relacionado con el
envejecimiento celular. En 1956, Denham Harman propuso la llamada “Teoria
de los radicales libres en el envejecimiento”, que postulaba que el
envejecimiento estaba asociado con la acumulacién de dano oxidativo en
macromoléculas (ADN, lipidos y proteinas) originado por la presencia de ROS
o RNS (Harman, 1956). De hecho, se ha observado que con la edad se
incrementan los radicales libres, por ejemplo el radical superdxido, y la
peroxidacion lipidica asociada con la edad (Sawada y Carlson, 1987).
Asimismo, la deficiencia en SOD1 reduce en un 30% la esperanza de vida de
los ratones deficientes para este enzima (Elchuri et al., 2005), mientras que la
sobreexpresion de los enzimas SOD o catalasa incrementan la esperanza de
vida (Orr y Sohal, 1994; Schriner et al.,, 2005). Sin embargo, otras
observaciones contradicen que el estrés oxidativo sea una de las causas de
envejecimiento. Asi, la deficiencia en MnSOD en ratones heterocigéticos no
esta ligada a cambios significativos en la esperanza de vida media, a pesar de
que sus células presentan mayor dano oxidativo (Van Remmen et al., 2003); de
igual forma la sobreexpresién de enzimas antioxidantes tales como SOD2 o
catalasa, que reduce el dafio oxidativo, no siempre resulta en un incremento de
la esperanza de vida (Perez et al., 2009). Estos resultados ponen en cuestién
el papel del estrés oxidativo en el proceso de envejecimiento celular. En
cualquier caso, se necesitan mas estudios para esclarecer el papel de las ROS

durante el envejecimiento.

1.1.1. Relacién del estrés oxidativo con el desarrollo de patologias en la
retina e higado

Una situacion crénica de estrés oxidativo puede ser responsable del
desarrollo y progresion de diversos trastornos y enfermedades. En este
sentido, se ha relacionado al estrés oxidativo con diversas enfermedades
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cardiovasculares, neurolédgicas (Parkinson, Alzheimer, depresién o pérdida de
memoria), respiratorias (asma y enfermedad pulmonar obstructiva cronica),
artritis reumatoide, enfermedad del rindn (fallo renal, proteinuria y uremia) y
cancer (Pizzino et al., 2017).

La retina representa uno de los tejidos con mayores tasas de consumo
de oxigeno dentro del organismo (Yu y Cringle, 2005) y ademas, esta expuesta
a una alta radiacion luminica. Estos factores, junto a que la retina contiene gran
cantidad de &cidos grasos polinsaturados, sustratos ideales para la
peroxidacién lipidica, hace que la retina tenga un ambiente favorable al dafo
oxidativo (Khandhadia y Lotery, 2010).

La retina de vertebrados es una estructura del Sistema Nervioso Central
(SNC) sensible a estimulos visuales y capaz de transformar una sefial luminica
en una sefal nerviosa. En ella encontramos cinco tipos de células neuronales
(fotorreceptores, células bipolares, amacrinas, horizontales y ganglionares) y
células gliales (sobre todo células de Miiller) dispuestas en diferentes estratos
(Willermain et al., 2014), dando lugar a capas celulares y plexiformes. De esta
forma se pueden distinguir en la retina estratos o capas definidos, que desde el
exterior del globo ocular hacia el interior son: el epitelio pigmentario (EP), capa
de los fotorreceptores (CFR, o capa de los segmentos externos de los
fotorreceptores), capa nuclear externa (CNE), capa plexiforme externa (CPE),
capa nuclear interna (CNI), capa plexiforme interna (CPI), capa de células
ganglionares (CCQG) y la capa de fibras nerviosas (CFN); ademas la CFR y la
CNE se encuentran separadas por la membrana limitante externa (MLE),
mientras que la membrana limitante interna (MLI) separa la CFN del vitreo. Un
esquema de esta organizacion aparece en la Figura 2.

Aunque el desarrollo de la retina de mamiferos comienza en etapas
embrionarias, se completa durante el periodo postnatal (P) (Santos et al.,
2008). La retina de ratones PO es fundamentalmente neuroblastica, compuesta
de progenitores retinianos indiferenciados, aunque también se pueden
distinguir ya la CCG y una CPI estrecha. Al final de la primera semana
postnatal (P7), se pueden distinguir casi todas las capas retinianas, ya que la
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capa neuroblastica primitiva ha comenzado a subdividirse mediante el
desarrollo de la CPE para dar la CNE y la CNI. Por tanto, durante la segunda
semana postnatal la estratificacion de la retina esta practicamente completa,
aunque el estado adulto definitivo no se alcanzara hasta unas semanas
después cuando las células retinianas completen su diferenciacion y

establezcan sus conexiones definitivas (Nguyen-Ba-Charvet y Chedotal, 2014).

Luz

Fibras nerviosas

Célula ganglionar

Célula amacrina

Célula de Miller
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IS Coroides

——> Esclera

Figura 2. Estructura de la retina de vertebrados. La retina de vertebrados esta formada por
cinco tipos neuronales (células ganglionares, fotorreceptores, células horizontales, células
amacrinas y células bipolares), asi como por células gliales, todas ellas distribuidas en 10
capas o estratos: capa limitante interna (MLI), capa de fibras nerviosas (CFN), capa de células
ganglionares (CCQ), capa plexiforme interna (CPI), capa nuclear interna (CNI), capa plexiforme
externa (CPE), capa nuclear externa (CNE), membrana limitante externa (MLE), capa de

fotorreceptores (CFR) y epitelio pigmentario (EP).

Numerosas observaciones sugieren que los fendmenos de estrés

oxidativo estan relacionados con el desarrollo de algunos procesos de
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degeneracion celular que ocurren en diversas patologias retinianas (Masuda et
al., 2017). Por ejemplo, la retinitis pigmentosa (RP) se desencadena por la
degeneracion de los bastones (un tipo de fotorreceptor) causadas por
mutaciones, lo que produce ceguera nocturna y disminucion gradual de la
visién periférica (O'Neal y Luther, 2019); en fases mas avanzadas de la RP,
hay también degeneracion de los conos (el otro tipo de fotorreceptor) lo que
acentua la discapacidad visual y puede llegar a producir una ceguera total. Se
ha propuesto que la degeneracién de los conos (no afectados directamente por
las mutaciones que producen RP) es producida por un estrés oxidativo: la
degeneracion inicial de los bastones origina un ambiente de hiperoxia en la
retina debido a una menor tasa de consumo de oxigeno, y, como
consecuencia, un incremento de la generacién de ROS en las células que
quedan, lo que dana progresivamente los conos (Campochiaro y Mir, 2018).

Otro érgano que esta sometido a grandes cantidades de ROS es el
higado. Este 6rgano estd organizado en estructuras denominadas lobulillos
hepaticos, de forma hexagonal y formados por laminas de hepatocitos
dispuestas alrededor de la vena central. Los hepacitos se distribuyen a lo largo
del lobulillo en ldminas de organizacién radial limitando con capilares de luz
amplia denominados sinusoides. Ademas de los hepatocitos, también podemos
encontrar otros tipos celulares, tales como las células de von Kupffer, células
estrelladas, colangiocitos y células endoteliales (Trefts et al., 2017).

Dada su funciébn en el mantenimiento de la homeostasis y el
metabolismo de compuestos enddgenos y exdgenos; durante estos procesos
se liberan radicales libres, ROS y RNS, que pueden afectar a las células
hepaticas. Si la produccién de radicales libres no es contrarrestada por el
sistema de defensa antioxidante se puede producir una desregulacién de la
homeostasis hepatica que desencadene dano hepatico (Muriel, 2009). De
hecho, se considera que el estrés oxidativo es una de las causas implicadas en
el inicio de enfermedades hepaticas tales como la fibrosis, cirrosis, el
carcinoma hepatocelular (HCC), la enfermedad del higado graso no alcohdlica
(NAFLD, del inglés Non-alcoholic Fatty Liver Disease) y la enfermedad de

20



Introduccion

higado graso de tipo alcohdlico (AFLD, del inglés Alcoholic Fatty Liver Disease)
(Muriel, 2009).

Como sugiere su nombre, en las dos formas de la enfermedad de
higado graso se acumula grasa en el higado, lo que afecta a su funcién.
Mientras que la acumulacién de grasa en AFLD estaria desencadenada por un
consumo excesivo de alcohol (Osna et al., 2017); en NAFLD dicha acumulacién
se produce en pacientes sin consumo excesivo de alcohol y puede ser debida a
una infeccién viral o a la presencia de hepatotoxinas (Li et al., 2015c). En
ambos casos el estrés oxidativo parece tener un papel importante para el
desarrollo y progresién de estas enfermedades. Asi, pacientes con NAFLD
muestran mayor cantidad de productos derivados de la peroxidacién lipidica,
como productos reactivos al acido tiobarbiturico (TBARs), en comparacion con
individuos sanos (Madan et al., 2006); y la administracién de resveratrol (que
posee propiedades antioxidantes) en un modelo in vivo de higado graso de tipo
alcohdlico reduce los depdsitos de grasa y la produccion de ROS mitocondrial,
aliviando la lesion hepatica inducida por el alcohol (Ma et al., 2017).

1.2. Las enzimas Poli(ADP-ribosa) Polimerasas (PARPs)

Las Poli(ADP-ribosa) Polimerasas (PARPs), conocidas también como
Poli(ADP-ribosa) sintetasas o Poli(ADP-ribosa) transferasas, son una familia de
17 enzimas que llevan a cabo la modificacién postraduccional de diversas
proteinas diana mediante la adicidbn de una unica unidad de ADP-ribosa
(proceso conocido como mono-ADP-ribosilacién) o por la unién de polimeros
formados por la repeticibn de hasta 200 unidades de ADP-ribosa (proceso
conocido como poli-ADP-ribosilacion) (Ame et al., 2004). De los 17 miembros
que componen esta familia al menos cinco de ellas llevan a cabo poli-ADP-
ribosilacién y cuatro mono-ADP-ribosilacion, mientras que el resto de miembros
se consideran cataliticamente inactivos o se desconoce las condiciones
necesarias para que lleven a cabo ADP-ribosilacién (Gibson y Kraus, 2012).
PARP-1 es el miembro fundador de esta familia de enzimas y es responsable
de gran parte de los fendmenos de ADP-ribosilacién (Schreiber et al., 2006).
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Los miembros que componen esta familia comparten cierta similitud en sus
dominios cataliticos, responsables de la generacion de la ADP-ribosa (Hottiger
et al., 2010).

Los diferentes miembros de esta familia se pueden clasificar en 5
subgrupos en funcion de sus similitudes estructurales o funcionales (Gibson y
Kraus, 2012) (Figura 3):

Miembro Nombre alternativo Subgrupo Actividad Dominios representativos
. o i o o N S —

PARP-1 ARTD1 ADN-Dependiente P Zn1Zn2Zn3 BRCT WGR  CAT
; —_— e

PARP-2 ARTD2 ADN-Dependiente P WGR  CAT

PARP-3 ARTD3 ADN-Dependiente WGR  CAT
. . = =

PARP-5a Tankirasa 1, ARTDS Tankirasa P ANK CAT
. . —e e

PARP-5b Tankirasa 2, ARTD6 Tankirasa P ANK CAT
. e B S s —

PARP-7 TiPARP, ARTD14 CCCH M* CCCH WWE  CAT
— 13—}

PARP-12 ZC3HDC1, ARTD12 CCCH Mt CCCH WWE  CAT
—Y T}

PARP-13 ZC3HAV1, ARTD13 CCCH 1 CCCH WWE CAT
e E—

PARP-9 BAL1, ARTD9 MacroPARP 1 Macrecdominio CAT
-

PARP-14 BAL2, ARTD8 MacroPARP M Macrodominio  WWE  CAT
e E—

PARP-15 BAL3, ARTD7 MacroPARP M+ Macrodominio CAT

PARP-4 VvPARP-4, ARTD4 Otras PARP P+ BRCT CAT
PARP-6 ARTD17 Otras PARP M# g
PARP-8 ARTD16 Otras PARP M* %"
PARP-10 ARTD10 Otras PARP M %l'
H * ———————— -

PARP-11 ARTD11 Otras PARP M e

PARP-16 ARTD15 Otras PARP M =

Figura 3. Familia PARP. Representacion esquematica de los miembros que forman parte de la
familia de Poli(ADP-ribosa) Polimerasas (PARPs) agrupados segun sus dominios estructurales
mas representativos. Se indica la denominacién alternativa para cada uno de los miembros, el
subgrupo en el que se integran y la actividad de tipo transferasa demostrada o propuesta, asi
como una representacion esquematica de los dominios estructurales o motivos proteicos mas
llamativos de cada miembro. ANK, dominio anquirina; BCRT, motivo de interaccién proteina-
proteina; CAT, dominio catalitico; CCCH, dedos de zinc; |, inactiva; M, mono-ADP-ribosilacion;
P, poli-ADP-ribosilacion; WGR, motivo rico en triptéfano (W), glicina (G) y arginina (R); WWE,
motivo rico en ftriptéfano (W) y glutamico (E); Zn1/2/3, motivos de dedos de zinc (Zn); t
actividad catalitica propuesta. La figura se ha elaborado a partir de la informacién obtenida de
Gibson y Kraus (2012), y Hottiger et al. (2010).
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PARPs dependientes de ADN. Este subgrupo esta constituido por
PARP-1, PARP-2 y PARP-3. Estos miembros se localizan fundamentalmente
en el nucleo celular (Ame et al., 2004; Hassa y Hottiger, 2008; Schreiber et al.,
2006). Su activacion se desencadena por la presencia de roturas en el ADN y
participan en la reparacion de dicho dano (Gibson y Kraus, 2012; Hakme et al.,
2008b). De este subgrupo, PARP-1 fue descrita por primera vez por el Dr.
Chambon y colaboradores en la década de los 60 (Chambon et al., 1963) y se
la considera el miembro fundador de la familia PARP. PARP-1 lleva a cabo la
transferencia de polimeros de unidades de ADP-ribosa a diversos aceptores
nucleares en respuesta fundamentalmente a roturas de cadena simple (SSBs,
del inglés Single Strand Breaks), pero también de cadena doble (DSBs, del
inglés Double Strand Breaks). Ademas, la formacion de entrecruzamientos en
el ADN y de horquillas de replicacién tienen la capacidad de activar a PARP-1
(Gibson y Kraus, 2012; Hakme et al., 2008b). PARP-2 posee una similitud del
69% con PARP-1 y también se activa por la presencia de roturas en el ADN
(Ame et al., 1999; Shieh et al., 1998). Las células deficientes en PARP-1 y
PARP-2 exhiben una marcada inestabilidad cromosémica y una reparacion
defectuosa del ADN (Schreiber et al., 2002). PARP-3 presenta una alta similitud
con PARP-1 y PARP-2, preservando un dominio catalitico semejante con el
aminoacido glutamico en la posicién 188 y puede verse activada por roturas en
el ADN, fundamentalmente DBSs (Rulten et al., 2011); sin embargo, en vez de
catalizar poli-ADP-ribosilaciones, como hacen PARP-1 y -2, cataliza mono-ADP

ribosilaciones (Hottiger et al., 2010).

Tankirasas. Tankirasa-1 (PARP-5a) y Tankirasa-2 (PARP-5b) presentan
una alta homologia entre ellas (85%), tienen un dominio ankirina (formado por
la repeticidbn de varios motivos de ankirina) que intervienen en interacciones
proteina-proteina, un dominio SAM (del inglés sterile alpha motif) implicado en
la auto-oligomerizacion de la enzima (Gibson y Kraus, 2012; Hsiao y Smith,
2008; Smith et al., 1998) y un dominio catalitico que presenta una similitud del
94% con PARP-1 (Hsiao y Smith, 2008). Un caracteristica diferencial de la
tankirasa-1 respecto de la tankirasa-2 es la presencia de una region HPS

(caracterizada por la existencia de tramos homopoliméricos compuestos por los
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aminodcidos histidina [H], prolina [P] y serina [S]) en la regién N’-terminal (Li y
Chen, 2014). A pesar de estas diferencias, las tankirasas-1 y 2 llevan a cabo
funciones muy similares, encontrandose asociadas con el mantenimiento de los
telébmeros (Sbodio et al., 2002), la senalizacion Wnt (Riffell et al., 2012), la
regulacion de la mitosis (Chang et al., 2005a; Chang et al., 2005b; Kim et al.,
2012; Kim y Smith, 2014) y el metabolismo de la glucosa (Guo et al., 2012; Yeh
et al.,, 2006). Recientemente, se han detectado nuevas funciones de las
tankirasas relacionadas con la regulacion del crecimiento tumoral, ya que la
inhibicién de las tankirasas inhibe la actividad pro-oncogénica del coactivador
transcripcional YAP1, implicado en el control del crecimiento celular y el
tamano de los tejidos (Wang et al.,, 2015). Asimismo, la inhibicion de las
tankirasas evita la degradacion de la fosfatasa PTEN, que a su vez impide la
activaciéon del enzima Akt (Li et al., 2015b), enzima que estimula el crecimiento
celular y estd implicada en el desarrollo de algunos tipos de tumores. Por todo
esto se ha propuesto a las tankirasas como posibles dianas en el tratamiento
de algunos tipos de cancer.

PARPs tipo CCCH. Dentro de este grupo encontramos a las PARP-7,
PARP-12 y PARP-13. Todas ellas poseen una organizacion similar entre ellas,
presentando estructuras de dedos de zinc del tipo Cx8-Cx5-Cx3 y un dominio
WWE (dominio de interaccién proteina-proteina que presenta un motivo
conservado formado por dos residuos de triptofano [W] y glutdmico [E])
(Schreiber et al., 2006). PARP-7 posee actividad mono-ADP-ribosil transferasa
y esta regulada por el receptor AHR (del inglés Aryl hydrocarbon receptor)
(MacPherson et al., 2013); PARP-12 participa en la replicacion del virus de la
encefalitis equina (VEEV) (Atasheva et al., 2012) y PARP-13 es cataliticamente

inactiva.

MacroPARPs. Dentro de este grupo se encuentran las proteinas PARP-
9, PARP-14 y PARP-15. Este grupo se caracteriza por la presencia de 1 a 3
macrodominios, estructuras también presentes en variantes de la histona H2A,
asociada con la inhibicién de la transcripcién y la inactivacién del cromosoma X
(Angelov et al., 2003; Hakme et al., 2008a). PARP-9 y PARP-14 parecen actuar
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como reguladores del proceso de transcripcion (Juszczynski et al., 2006;
Mehrotra et al., 2011), mientras que se desconoce la actividad de PARP-15.

Otras PARPs. En este grupo se encuentran todos aquellos miembros
que no comparten ningun dominio estructural con los miembros anteriores. En
este grupo encontramos a las PARP-4, PARP-6, PARP-8, PARP-10, PARP-11
y PARP-16 (Li y Chen, 2014). PARP-4 es el miembro con mayor numero de
aminoacidos de la familia PARP, esta asociado a un complejo
ribonucleoproteico presente en el citoplasma celular (Raval-Fernandes et al.,
2005), y puede estar implicada en la supresién tumoral (Raval-Fernandes et al.,
2005). A diferencia de PARP-4, el resto de miembros de este subgrupo poseen
actividad mono-ADP-ribosil transferasa (Gibson y Kraus, 2012). En cuanto a
sus funciones fisiolégicas, PARP-6 parece regular negativamente Ila
proliferacion celular (Tuncel et al., 2012), PARP-10 interacciona con el factor de
transcripcion c-myc (Yu et al., 2005) y PARP-16 parece intervenir en la
activacion de las proteinas PERK e IRE1a en situaciones de estrés del reticulo
endoplasmatico (Jwa y Chang, 2012). Se desconoce la funcion del resto de
miembros de este grupo.

1.2.1. Estructura de PARP-1

Dado que el objetivo de esta Tesis doctoral es el estudio del papel de
PARP-1 en la muerte celular inducida por estrés oxidativo en las siguientes
secciones se hace una revisibn de las caracteristicas y funciones mas
destacadas. PARP-1 es una proteina nuclear de 116 kDa con una estructura
modular distribuida en varios dominios que a su vez albergan diferentes
subdominios o regiones (Krishnakumar y Kraus, 2010) (Figura 4):

25



Introduccion

DBD AD CAT
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Figura 4. Estructura de la proteina PARP-1. Representacion esquematica de la estructura de
la proteina PARP-1, compuesta por 3 dominios: a) el dominio de unién al ADN (DBD) en la
region N-terminal que contiene tres motivos de dedos de zinc (Zn1, Zn2, Zn3), ademas de la
secuencia NLS; b) el dominio de automodificacién (AD) que contiene la region BRCT; c) el
dominio catalitico (CAT) en el extremo C-terminal, que contiene la zona de unién del NAD*
(ART) y la region rica en motivos HTH o HD. Imagen elaborada a partir de la informacion
obtenida de Hassa y Hottiger (2008); Krishnakumar y Kraus (2010).

Dominio de union al ADN (DBD). Esta localizado en la region N’-
terminal, posee un tamano de 46 kDa, y media la unién de la proteina al ADN
(Kim et al., 2005; Kraus y Lis, 2003; Kurosaki et al., 1987; Virag, 2005).
Presenta dos motivos de dedos de zinc, Zn1 y Zn2, de estructura Cys-Cys-His-
Cys (CCHCQC), que permiten el reconocimiento de roturas o estructuras en las
cadenas de ADN, y su unién al ADN (Langelier y Pascal, 2013; Langelier et al.,
2011; Lindahl et al., 1995). En los ultimos afios se ha identificado un nuevo
motivo de dedos de zinc, denominado Zn3, que estaria implicado en la
comunicacion entre dominios necesaria para la activacién de PARP-1 tras el
reconocimiento de dafos o estructuras en el ADN (Langelier et al., 2010;
Langelier et al., 2008; Martin-Hernandez et al., 2017; Pascal y Ellenberger,
2015).

Finalmente, en este dominio podemos encontrar una secuencia de
localizacion nuclear (NLS, del inglés Nuclear Localization Signal), responsable
de la localizacién nuclear de la proteina (Piao et al., 2018) asi como un sitio
proteolitico para las caspasas 3 y 7 (Kaufmann et al., 1993; Lazebnik et al.,
1994).

Dominio de automodificaciéon (AD). Este dominio central de 22 kDa se
caracteriza por la presencia de los aminoacidos glutamico, aspartico y lisina;
aminoacidos a los que la propia enzima adicionara residuos de ADP-ribosa
para controlar su actividad. En este dominio también se puede encontrar una
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cremallera de leucina (LZ, del inglés Leucine Zipper) responsable de la
interaccién de la proteina PARP-1 con proteinas nucleares en procesos de
homo- y heterodimerizacién. Por ultimo, cabe destacar la presencia de un
motivo BCRT (del inglés Breast Cancer Associated Protein C-Terminal Motif),
comun a muchas proteinas implicadas en la reparacion del ADN vy ciclo celular
(D'Amours et al., 1999; Diefenbach y Burkle, 2005), encargado de mediar

interacciones proteina-proteina (Langelier y Pascal, 2013).

Dominio catalitico (CAT). Este dominio localizado en la regién C-
terminal, con un tamafo de 54 kDa, representa la regibn mas conservada
dentro la familia de proteinas PARPs (Kim et al., 2005; Kraus y Lis, 2003;
Kurosaki et al., 1987; Virag, 2005). Dentro de este dominio encontramos la
region que contiene la actividad ADP-ribosil transferasa (ART) donde se
producird la unién del NAD*, molécula donadora de las unidades de ADP-
ribosa. En esta regidn se lleva a cabo tres actividades distintas: a) la unién de
la primera unidad de ADP-ribosa a la secuencia aminoacidica de la proteina
aceptora, b) la elongacién por adicién de nuevas unidades de ADP-ribosa a la
ADP-ribosa anterior, y c) la generacion de ramificaciones en la cadena de ADP-
ribosa principal (Langelier y Pascal, 2013). Adema4s, el dominio catalitico de
PARP-1 también contiene una region caracterizada por la presencia de dos
motivos hélice-giro-hélice (HTH o HD, del inglés Helix-Turn-Helix) (Babiychuk et
al., 2001); cerca de ella hay otra region, denominada WGR, rica en los
aminoacidos triptéfano (W), glicina (G) y arginina (R) que participa en el
reconocimiento de los dafnos de doble cadena junto con los motivos Zn1 y Zn2
del dominio DBD y media en las interacciones entre los distintos dominios
(Altmeyer et al., 2009).

1.3. Metabolismo de la poli-ADP-ribosa

La actividad catalitica de PARP-1 consiste en la modificacién
postraduccional de diversas proteinas aceptoras, o incluso de ella misma,
mediante la unién de polimeros ramificados formados distintas unidades de
ADP-ribosa, denominados comunmente polimeros PAR (del inglés Poly-ADP-
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ribose) o polimeros de poli-ADP-ribosa a través de un proceso denominado
poli-ADP-ribosilacion (en inglés PARylation). Los polimeros de poli-ADP-ribosa
pueden tener una longitud variable, aproximadamente de unas 200 unidades
de ADP-ribosa, con ramificaciones cada 20-50 reacciones de elongacién
(Gibson y Kraus, 2012); con microscopia electronica o por microscopia de
fuerza atoémica los polimeros PAR aparecen con forma estrellada y altamente
ramificados (de Murcia et al., 1983; Hayashi et al., 1983; Sukhanova et al.,
2016).

1.3.1. Sintesis de la poli-ADP-ribosa

La generacion de los polimeros PAR es llevada a cabo por el dominio
catalitico de la enzima PARP-1, utilizando al cofactor NAD"*, que también es
preciso para la sintesis de ATP, como donador de las unidades de ADP-ribosa
(Figura 5). El proceso se puede dividir en tres fases principales (Burkle, 2005;
Gibson y Kraus, 2012; Hassa y Hottiger, 2008):

a) Iniciacion. La primera unidad de ADP-ribosa se une a la proteina
aceptora mediante un enlace éster con el grupo carboxilo de los aminoacidos
glutamico, aspartico o lisina gracias a la actividad ADP-ribosa transferasa de
PARP-1. La unidad de ADP-ribosa proviene de una molécula de NAD* que

ademas produce una molécula de nicotinamida.

b) Elongacion. Para la formacion de las cadenas lineales del polimero
PAR se produce la uniéon de una nueva unidad de ADP-ribosa a la ADP-ribosa

terminal mediante enlaces O-glicosidicos a(1—2).

c) Ramificacién. Los puntos de ramificaciébn se generan cada 20-50
reacciones de elongacién mediante la uniéon de dos unidades de ADP-ribosa

proximales.
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Figura 5. Estructura de la poli-ADP-ribosa. PARP-1 usa como sustrato el cofactor NAD" para
obtener una molécula de ADP-ribosa y otra de nicotinamida. La ADP-ribosa es unida mediante
un enlace éster a los aminoacidos glutamico (Glu), aspértico (Asp) o lisina (Lys) de la proteina
aceptora. La poli-ADP-ribosa o polimero PAR se obtiene mediante la unién de diversas
unidades de ADP-ribosa en un proceso de elongacién y ramificacion. Las estructuras quimicas
mostradas en esta imagen se han elaborado con la herramienta ACD/ChemSketch Freeware,
version 11.02, Advanced Chemistry Development, Inc., Toronto, On, Canada,

www.acdlabs.com, 2019.

1.3.2. Degradacion de la poli-ADP-ribosa

La poli-ADP-ribosilacion es una modificacién postraduccional, que al
igual que otras modificaciones postraduccionales como la fosforilacion es
reversible. Aunque el polimero PAR se produce en gran cantidad como
consecuencia de dafio en el ADN, también se forma una cierta cantidad de
polimero en ausencia de dafo (D'Amours et al.,, 1999). La vida media del
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polimero PAR sintentizado en respuesta al dafio en el ADN es relativamente
corta (t12 < 1 minuto), en comparacion con el tiempo de vida del polimero
sintetizado en ausencia de dafo (ti2 de 7.7 horas) (Alvarez-Gonzalez y
Althaus, 1989; D'Amours et al., 1999). El hecho de que la vida media de PAR
sea corta permite que PARP-1 quede disponible para nuevos ciclos de
deteccion, sefalizacidén y reparacion del dafo (Gibson y Kraus, 2012; Kim et
al., 2005). De hecho, si no se degrada el polimero PAR se producen con
frecuencia reparaciones defectuosas del ADN y un incremento de la muerte
celular (Shirai et al., 2013).

Una de las enzimas encargadas de la eliminacion y reciclado de PAR es
la enzima Poli(ADP-ribosa) glicohidrolasa (PARG), que presenta actividad
endo- y exo-glicohidrolasa. PARG cataliza la hidrélisis de los enlaces
glicosidicos que unen a las unidades de ADP-ribosa entre si (Barkauskaite et
al., 2013; Lin et al., 1997; Slade et al., 2011), aunque no es capaz de eliminar la

unidad de ADP-ribosa unida a la proteina diana mediante enlace éster.

La eliminacion de la unidad de ADP-ribosa unida a la proteina diana es
llevada cabo por diferentes enzimas dependiendo de la naturaleza del enlace
quimico: en el caso de la hidrdlisis de la ADP-ribosa unida a serina es llevada a
cabo por la enzima ADP-ribosilhidrolasa-3 (ARH3) (Abplanalp et al., 2017;
Fontana et al., 2017), mientras que la enzima ARH1 media la hidrélisis de la
ADP-ribosa unida a arginina. Asimismo, se ha descrito un grupo de enzimas
gue poseen macrodominios que también llevarian a cabo la hidrélisis de la
ADP-ribosa unida a la proteina. En este grupo encontramos a las enzimas
MacroD1, MacroD2 y TARG-1 que mediarian la hidrélisis de la ADP-ribosa
unida a glutdmico y aspartico (Jankevicius et al., 2013; Rack et al., 2016;
Rosenthal et al., 2013; Sharifi et al., 2013). Recientemente, se han descrito
otras enzimas que actuarian como hidrolasas al llevar a cabo la ruptura enlace
pirofosfato, dejando unida una unidad de ribosa-5-fosfafo a la proteina. Estas
enzimas son las enzimas NUDIX (del inglés Nucleoside Diphosphate linked to
other moietes X) y ENPP (del inglés Ectonucleotide pyrophosphatase/
phosphodiesterase); no obstante, estas enzimas no estan del todo

caracterizadas (Daniels et al., 2015; Palazzo et al., 2016; Palazzo et al., 2015).
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1.4. Funciones de PARP-1

El enzima PARP-1 participa en diferentes funciones celulares. En las
secciones siguientes se tratara acerca de esta participacion en diferentes

procesos.

1.4.1. Reparacion del ADN

Una de las funciones mas estudiadas en relacion a la actividad de
PARP-1 es su implicacion en los procesos de reparacion del dafio en el ADN
(Langelier et al., 2012). PARP-1 puede detectar SSBs y DSBs (Gibson y Kraus,
2012; Langelier et al., 2011). Tras la union a los sitios de dafio, proceso en que
intervienen los motivos en dedos de zinc Zn1 y Zn2, se reorganizan el motivo
Zn3 y la region WGR para promover la comunicacion entre los diferentes
dominios y facilitar la activacién de la enzima (Langelier et al., 2012). Asimismo,
la union al ADN genera cambios en la regién HD del dominio catalitico para
permitir la unién del NAD* (Dawicki-McKenna et al., 2015; Steffen et al., 2016).
Esta activaciéon culmina con la poli-ADP-ribosilacion de la propia proteina, asi
como de histonas y otras proteinas implicadas en las rutas de reparacion del
ADN (Gibson y Kraus, 2012). La poli-ADP-ribosilacién de histonas permite la
relajacion de la cromatina, y, por consiguiente, el acceso al ADN de la
maquinaria de reparacion. Por tanto, PARP-1 favorece la reparacién mediante
la modificacion de la organizacién de la cromatina. Recientemente se ha
identificado un co-regulador de PARP-1 denominado HPF1 (del inglés Histone
PARylation Factor 1) que evita una excesiva automodificacién (poli-ADP-
ribosilacién) de la misma PARP-1, mientras que promueve la poli-ADP-
ribosilaciéon de las histonas (Gibbs-Seymour et al., 2016); en ausencia de este
factor se produce un exceso de poli-ADP-ribosilacion de PARP-1, una menor
poli-ADP-ribosilacién de histonas, y una menor tasa de reparacion del ADN
(Gibbs-Seymour et al.,, 2016). Ademas, la activacion de PARP-1 también
promueve la remodelacién de la cromatina mediante el reclutamiento de la
deacetilasa CHD4 (del inglés chromodomain helicase DNA-binding protein 4)
(Chou et al., 2010).
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Por otro lado, la generacion de los polimeros PAR concentra las
proteinas implicadas en la reparacion del dafo en los sitios de lesion (Gibson y
Kraus, 2012), gracias a la presencia en estas proteinas de regiones o dominios
de union a polimero PAR (Li y Chen, 2014; Teloni y Altmeyer, 2016). Existen
diferentes regiones o dominios implicados en el reconocimiento del polimero
PAR: motivos PBMs (del inglés PAR-Binding Consensus Motifs), PBZs (del
inglés, PAR-Binding Zinc Finger Motifs), macrodominios, regiones WWE y
BRCT (Liy Chen, 2014).

En resumen, PARP-1 tiene un papel crucial en la reparacién del dafo en
el ADN bien a través de la modificacion de la organizacién de la cromatina o
mediante la modificacion y reclutamiento de proteinas implicadas en los
procesos de reparacion del ADN. A continuacién, se describen los principales
procesos de reparacion conocidos y la participacion de PARP-1 en ellos.

1.4.1.1. Mecanismos de reparacion de roturas de cadena simple

Las SSBs son detectadas rapidamente por PARP-1, y su activacion
permite el reclutamiento, agrupamiento y estabilizacion de proteinas
reparadoras en la zona del dafio. Uno de los factores clave en las etapas
iniciales de la reparacién de las SSBs, es el factor XRCC1 (del inglés X-ray
repair cross-complementing protein 1), que es rapidamente reclutado a la zona
de la lesién gracias a la activacion de PARP-1 (Caldecott et al., 1994; El-
Khamisy et al., 2003; Polo et al., 2019) (Figura 6). XRCC1 actua entonces
como sitio de anclaje para las proteinas reparadoras, como las enzimas ADN
ligasa lll, la fosfatasa PNKP (del inglés Polynucleotide kinase 3™-phosphatase) y
la ADN polimerasa (B (Caldecott et al., 1994; Marintchev et al., 2000;
Whitehouse et al.,, 2001). Las mutaciones en XRCC1 reducen la tasa de
reparacién de dafno; como el dafio en el ADN no se repara, se produce una
hiperactivacion de PARP-1 que a su vez ocasiona una caida de los niveles de
NAD" celular y la muerte celular debido a la falta de ATP (Hoch et al., 2017).
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Figura 6. Papel de PARP-1 en la reparacion de roturas de cadena simple. PARP-1 es
necesaria en las etapas iniciales en el proceso de reparacién directa de roturas de cadena
simple (SSBs). PARP-1 se activa cuando detecta y se une a una de estas roturas. El factor
XRCC1 se une a los polimeros de PAR generados, siendo reclutado hacia la zona dafnada.
XRCCH1 localizado en la zona de dafo permite el reclutamiento de las proteinas reparadoras
tales como la enzima ADN ligasa Il (ADN Lig. Ill), la quinasa PNKP y la ADN Polimerasa 3

(ADN Pol. B), culminando con la reparacién del dafo.

PARP-1 también tiene un papel importante en la reparacion de las
roturas en el ADN generadas como consecuencia de la inhibicién de la
actividad de la enzima Topoisomerasa | (Das et al., 2014). La inhibicién de la
actividad de la Topoisomerasa |, genera roturas en una de las cadenas del
ADN, asi como la formacién de un complejo Topoisomerasa |-ADN (Pommier,
2006; Pouliot et al., 1999; Yang et al., 1996) que impide que las roturas sean
reparadas. La reparacion de estas mellas necesita la previa disociacién de la
Topoisomerasa | del ADN, disociacibn que es llevada a cabo por la
fosfodiesterasa TDP1 (Pommier, 2006; Pouliot et al., 1999; Yang et al., 1996).
La poli-ADP-ribosilacion de TDP1 favorece la actuacion de TDP1 vy la
disociacion de estos, y por consiguiente, la exposicién de la rotura en el ADN
(Das et al., 2014). Esta rotura simple podria desencadenar entonces el
reclutamiento de XRCC1 y de toda la maquinaria de reparacién directa de las
SSBs.
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En algunos casos no se produce la rotura completa de la cadena de
ADN, sino solo modificaciones puntuales de las bases, como son la formacion
de sitios apurinicos o apirimidinicos, la alquilacién de bases o el dafio generado
en las bases por las ROS. Estos dafnos se reparan mediante el sistema de
reparacién por escisidbn de bases (BER): la base danada se escinde de la
cadena de ADN mediante la ADN glicosilasa y la endonucleasa AP (del inglés
Apurinic/apyrimidinic endonuclease) (Bokhari y Sharma, 2019), generandose
en este Ultimo paso SSBs, que podrian ser reparadas por la maquinaria de
reparacibn comentada anteriormente. A diferencia de lo que sucede en la
reparacion directa de SSBs, el papel de PARP-1 en el proceso de BER es
controvertido. Por un lado, Danzter y colaboradores (2000) sugieren que
PARP-1 seria crucial en el proceso BER ya que células deficientes en PARP-1
muestran una eficiencia menor en la reparacidon de sitios abasicos. Sin
embargo, diversos estudios muestran que la inhibicibn de PARP-1 o su
deplecion no genera siempre una mayor sensibilidad a agentes genotéxicos
(Pachkowski et al., 2009; Strom et al., 2011; Vodenicharov et al., 2000).
Recientemente, Reynolds y colaboradores (2015) han establecido que PARP-1
seria necesaria en un subtipo concreto de reparacién BER, la reparaciéon de
danos en bases purinicas, mientras que no lo seria en la reparacién de dafnos
en bases pirimidinicas. Por tanto, la importancia de PARP-1 en la ruta de
reparacién BER dependeria del tipo de lesion.

Finalmente, los dafios generados por agentes mutagénicos, como la
radiacion ultravioleta, son reparados mediante el sistema conocido como
reparacién por escision de nucleétidos (NER, del inglés Nucleotide Excision
Repair). La ruta NER puede verse iniciada por dos mecanismos, la GG-NER
(del inglés Global Genome Nucleotide Excision Repair) o la TC-NER (del inglés
Transcription-coupled Nucleotide Excision Repair). La GC-NER lleva a cabo la
reparacion de lesiones a lo largo de todo el genoma, mientras que la TC-NER
se encarga de la rapida reparacion de lesiones localizadas en zonas de
transcripcion activas (Gillet y Scharer, 2006; Hanawalt y Spivak, 2008). Ambas
rutas se diferencian en las etapas iniciales de deteccion del daro,

compartiendo etapas posteriores. La TC-NER, no del todo esclarecida en
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eucariotas, es iniciada cuando la enzima ARN polimerasa Il se detiene en la
zona de la lesién (Hanawalt y Spivak, 2008). Sin embargo, en el caso de la GG-
NER, el dafo es detectado por las proteinas XPC (del inglés Xeroderma
pigmentosum group C-complementing protein) y RAD23B (del inglés RAD23
homologue B) (Marteijn et al., 2014). Ambas se asocian con el complejo
formado por las proteinas DDB1 y DDB2 (del inglés DNA Damage Binding
Protein 1 and 2) y llevan a cabo la ubiquitinizacion de histonas, o que permite
la relajacion de la cromatina, y por tanto, el acceso a la zona danada de la
maquinaria de reparacién (Guerrero-Santoro et al., 2008). La poli-ADP-
ribosilaciéon de DDB2 incrementaria la estabilidad de la proteina, asi como el
reclutamiento del complejo remodelador de cromatina ALC1 (del inglés
Amplified in liver cancer protein 1) (Pines et al., 2012). El reclutamiento de
ALC1 generaria una mayor relajacion de la cromatina, permitiendo a su vez

una mayor concentracion de XPC en la zona de la lesion (Pines et al., 2012).

1.4.1.2. Mecanismos de reparacion de roturas de cadena doble

La generacion de roturas de doble cadena en el ADN, DSBs, puede
deberse a diversas causas, como la accion de agentes genotdxicos (radiacion
ionizante o agentes quimioterapicos, etc.) o por un colapso en la replicacion del
ADN (Mehta y Haber, 2014). Independientemente de su origen de las DSBs,
este tipo de roturas, son fuertemente toxicas, ya que pueden generar
reorganizaciones importantes en el genoma e incluso desencadenar la muerte
celular (Chapman et al., 2012). Para repararlas y evitar estas graves
consecuencias, los organismos han desarrollado una serie de mecanismos
como la reparacion por recombinacién homdéloga (HR, del inglés Homologous
Recombination) y la reparacion por unién de extremos no homoélogos (NHEJ,
del inglés Non-homologous End Joining) (Chapman et al.,, 2012; Mehta vy
Haber, 2014).

La HR utiliza una secuencia homoéloga, normalmente una cromatida
hermana, como molde para la reparacién del dario. Aunque existen diferentes

tipos de HR, todas ellas necesitan el reconocimiento y procesamiento de las
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DSBs para generar extremos 3’ protuberantes en el ADN, en un proceso
denominado reseccién que consiste en la degradacién de la zona de las
cadenas de ADN junto a la rotura DSB en direccion 5’ a 3’ por nucleasas como
la nucleasa Mre11 (del inglés Meiotic recombination 11) (Mehta y Haber, 2014;
Wright et al., 2018). PARP-1 detecta las DSBs y permite el reclutamiento de
Mre11, favoreciendo el proceso de reseccidn y subsiguiente reparacién por HR
(Bryant et al., 2009) (Figura 7). Las poteinas BRCA1 (del inglés Breast cancer
type 1 susceptibility protein) y RAP80, entre otras, intervienen en la regulacion
del proceso de recombinacion, evitando una reseccion excesiva (Coleman y
Greenberg, 2011; Hu et al., 2011). Estas proteinas son reclutadas a los sitios
de dafo por la ubiquitinacion de la forma fosforilada de la histona H2AX (y-
H2AX), propia de las regiones danadas de ADN, y del factor MDC1 (del inglés
Mediator of DNA damage checkpoint protein 1) (Harper y Elledge, 2007).
BRCA1 también puede verse reclutada sin la actuacion de y-H2AX y MDC1: la
activaciéon de PARP-1 produce la poli-ADP-ribosilacion de BRCA1 (Hu et al.,
2014), que a su vez se fija a RAP80 a través del polimero PAR formado (Kim et
al., 2007; Mailand et al., 2007; Sobhian et al., 2007) (Figura 7). En este sentido,
la poli-ADP-ribosilacion defectuosa de BRCA1 conlleva a una HR excesiva e
inestabilidad del genoma, lo que permite suponer que la modificacion de
BRCAT1 por parte de PARP-1 es un evento crucial en la regulacién de la HR
(Hu et al., 2014).

La reparacion por union de extremos no homélogos, NHEJ, a diferencia
de la HR, implica la modificacién y ligacién de los extremos de las zonas
danadas con muy poca o nula homologia, generando deleciones e inserciones
(Mehta y Haber, 2014). En este sistema de reparacion, las DSBs son
reconocidas por las proteinas Ku70 y Ku80 que actuan como sitio de anclaje
para otras proteinas implicadas en la NHEJ, como la quinasa DNA-PKcs (del
inglés DNA-dependent protein kinase catalytic subunit), la proteina XRCC4 (del
inglés X-ray cross complementing protein 4), el factor XLF (del inglés XRCC4-
like factor), el factor APLF (del inglés Aprataxin-and-PNK-like factor) y la ADN
ligasa IV (Chang et al., 2017; Davis y Chen, 2013; Gell y Jackson, 1999;
Singleton et al., 1999). PARP-1 podria regular la actividad de la quinasa DNA-
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PKcs, estimulando su actividad (Ruscetti et al., 1998), y se ha visto que ambas
enzimas son necesarias para la reparacion de las DSBs (Mitchell et al., 2009)
(Figura 7). Se ha propuesto que PARP-1 también puede modular la ruta NHEJ

mediante cambios en la organizacién de la cromatina (Luijsterburg et al., 2016).
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Figura 7. Papel de PARP-1 en la reparacion de roturas de cadena doble. PARP-1 ante
roturas de cadena doble, DSBs, lleva a cabo el reclutamiento de la nucleasa Mre11, necesaria
para el proceso de reseccion de la recombinacién homologa (HR). Asimismo, PARP-1 también
permite el reclutamiento del complejo formado por BRCA1 y RAP80, gracias a la poli-ADP-
ribosilacién de BRCA1. Este complejo regula la HR, evitando una excesiva reseccion y la
aparicion de inestabilidad genomica. Por otro lado, PARP-1 también puede regular los
procesos de reparacion por unién de extremos no homodlogos (NHEJ), permitiendo el
reclutamiento de la quinasa DNA-PKcs. Finalmente, PARP-1 también podria intervenir en la
ruta alternativa de la NHEJ (a-NHEJ). En este caso, PARP-1 mediaria el anclaje de la nucleasa
Mre11, que llevaria a cabo un proceso de reseccién. En esta ruta alternativa, se procederia a la
ligacion y reparaciéon de los extremos por la presencia de microhomologias de los extremos.
(ADN Lig. IV, ADN ligasa IV; Ku: complejos Ku70-Ku80).
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Finalmente, PARP-1 también ha sido relacionada con la ruta alternativa
de NHEJ, denominada a-NHEJ. Esta ruta se basa en la existencia de
microhomologias entre los extremos de ADN contiguos a la lesién, y en ella
intervienen proteinas implicadas en el proceso de reseccién, como la nucleasa
Mre11 (Betermier et al., 2014; Truong et al., 2013). Esta via genera
frecuentemente inserciones y deleciones, por lo que es altamente mutagénica
(Betermier et al., 2014). PARP-1 puede unirse a la zona de lesién y mediar el
anclaje de la nucleasa Mre11 (Cheng et al.,, 2011) (Figura 7). Ademas hay
indicios de que PARP-1 podria estar relacionada también con la ADN
polimerasa 6, implicada en la ruta a-NHEJ (Ceccaldi et al., 2015; Mateos-
Gomez et al., 2015; Yoshimura et al., 2006; Yousefzadeh et al., 2014).

1.4.1.3. Respuesta al dano en el ADN y papel de PARP-1

Los organismos eucariotas han desarrollado una ruta de sefalizacion
celular encargada de detectar dafos en el ADN, ya sea SSBs o DSBs, o estrés
en el proceso de replicacion del ADN, y generar una respuesta para proteger a
la célula en la que intervienen un amplio espectro de enzimas (nucleasas,
polimerasas, helicasas, ligasas, etc.), organizadas en diferentes rutas de
reparacion. El resultado de esta respuesta sera la reparacién del dafo o la
eliminacion de aquellas células con dafios irreparables (Marechal y Zou, 2013).
Por tanto, existe tanto una deteccion del dano, descrita en la seccién anterior,
como una respuesta al dafio. Entre ambas fases ha de haber un sistema de
sefalizacion que produzca la activacion de la maquinaria necesaria en el lugar

y momento apropiados.

Al proceso se le denomina globalmente respuesta al dafio en el ADN
(DDR, del inglés DNA Damage Response). La cascada DDR esta compuesta
por una serie de proteinas que comprenden: sensores del dafio en el ADN,
proteinas que reciben la informacién proporcionada por los sensores vy
proteinas que generan la respuesta. Las proteinas centrales que reciben la
informacion de los sensores y ejecutan la respuesta ante el estimulo son un

grupo de enzimas de la familia de quinasas relacionadas con la fosfatidil-
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inositol 3 quinasa, PIKK (del inglés phosphatidylinositol-3-kinase-like kinase
family) (Abraham, 1998); como las quinasas ATM (del inglés Ataxia-
telangiectasia mutated), ATR (del inglés ATM-and Rad3-Related) y DNA-PKcs
(Ciccia y Elledge, 2010).

ATM responde a las DSBs (Andegeko et al., 2001; Bekker-densen et al.,
2006), aunque también puede activarse por estrés oxidativo (Guo et al., 2010)
o por cambios en la organizacién de la cromatina (Olcina et al., 2013), gracias a
la interaccion con la proteina NSB1, perteneciente al complejo MRN, formado
ademas por la nucleasa Mre11 y Rad50 (Carney et al., 1998; Falck et al.,
2005). Independientemente del mecanismo de activacién, ATM cataliza la
fosforilacion de numerosos sustratos (Matsuoka et al., 2007; Mu et al., 2007;
Paulsen et al., 2009) en los aminoacidos serina (S) o treonina (T) seguidos de
glutamina (Q), denominados motivos SQ y TQ, respectivamente (Kim et al.,
1999). Estos sustratos estan relacionados no solo con la reparacion del dafo,
sino también con otros procesos celulares tales como control del ciclo celular,
apoptosis, senescencia, organizacion de la cromatina, transcripcién o

procesamiento de ARN mensajero (ARNm) (Shiloh y Ziv, 2013).

ATR también lleva a cabo la fosforilacion de sus sustratos en motivos
SQy TQ (Kim et al., 1999) y puede activarse por DSBs, aunque su activaciéon
estd mas relacionada con la respuesta al estrés replicativo (Marechal y Zou,
2013). Al igual que ATM, ATR fosforila un amplio rango de sustratos en motivos
SQ (Matsuoka et al., 2007), en muchos casos relacionados con la regulacién
del ciclo celular, mediante la fosforilacion de la quinasa CHK1 (del inglés
Checkpoint kinase 1) (Ciccia y Elledge, 2010).

Por ultimo, DNA-PKcs media también la respuesta a las DSBs, pero se
encarga de favorecer la reparacién del ADN por medio de la maquinaria NHEJ
(Jette y Lees-Miller, 2015). Su anclaje a las zonas de lesion esta mediada por
el complejo Ku70-Ku80 como se comentd anteriormente (Gell y Jackson, 1999;
Singleton et al., 1999).

Como se ha expuesto en los epigrafes anteriores PARP-1 interviene en
la deteccidn de dafios en el DNA e interacciona con proteinas implicadas en la
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reparacion del dano, participando por tanto en la respuesta al dafio en el ADN.
Diversos estudios muestran interacciones entre PARP-1 y diversas quinasas de
la DDR y en concreto, con ATM. Inicialmente se observé que los embriones de
ratén doble mutantes para ATM y PARP-1 (PARP-1" Atm”) muestran letalidad
temprana, indicando una accidén sinérgica de estos enzimas (Menisser-de
Murcia et al., 2001). En este sentido, ATM es activada in vitro por el polimero
PAR (Goodarzi y Lees-Miller, 2004) y la inhibicion de la sintesis del polimero
PAR incrementa la sensibilidad a agentes que generan dafno en el ADN vy al
control del ciclo celular (Haince et al., 2007). ATM posee un dominio de unién al
polimero PAR, y la interaccion entre ambos favoreceria la localizacion de ATM
en las zonas de la lesion, cuyo anclaje se veria alterado si la unién de ATM con
el polimero PAR se ve modificada (Haince et al., 2007). Ademas, el polimero
PAR co-localiza con la histona H2AX en las zonas de la lesion, histona que es
fosforilada por ATM ante dafos en el ADN (Haince et al., 2007; Tartier et al.,
2003) y PARP-1 co-localiza con ATM con en las zonas dafnadas (Aguilar-
Quesada et al., 2007). Todos estos resultados sugieren que PARP-1 participa
en la respuesta DDR. Recientemente, Li y colaboradores (2018), han mostrado
también que la poli-ADP-ribosilacion de la histona H1.2, y su posterior
desplazamiento de la cromatina, son necesarias para la activacion de ATM tras
el dano en el ADN.

También se ha propuesto que PARP-1 interviene en la regulacion de
ATM. Asi, la inhibicién de PARP-1 estimula la actividad de ATM, debido a que
las roturas SSBs no son reparadas correctamente y se transforman en roturas
DSBs (Aguilar-Quesada et al., 2007; Bryant y Helleday, 2006), que se intentan
reparar por HR (Bryant y Helleday, 2006). Por el contrario, Watanabe y
colaboradores (2004), indican que la inhibicién de PARP-1 induce un aumento
de la actividad de ATM, debido a que PARP-1 regularia de forma negativa la
activaciéon de ATM, para evitar una excesiva fosforilaciéon de los sustratos de
ATM.
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1.4.2. Papel de PARP-1 en los procesos de muerte celular

Los procesos de muerte celular constituyen un evento fundamental junto
con la proliferacion en el mantenimiento de la homeostasis celular. Dentro de
los procesos de muerte celular se consideran (i) eventos fisiol6gicos
controlados por mecanismos celulares, procesos denominados como muerte
celular regulada, vy (ii) procesos de muerte ocasionados por la exposicion a
estimulos externos (agentes quimicos, fisicos, etc.) que generan la muerte de
las células en lo que se denomina muerte celular accidental o patoldgica
(Galluzzi et al., 2015; Galluzzi et al., 2018).

Durante décadas los procesos de muerte celular se han clasificado en
funcion de sus caracteristicas morfolégicas en tres procesos principales, a)
muerte celular tipo | o apoptosis, b) muerte celular tipo Il o autofagia, y c)
muerte celular tipo Ill o necrosis (Schweichel y Merker, 1973). El incremento del
conocimiento de muchos de los mecanismos moleculares que intervienen en
los distintos tipos de muerte celular ha puesto de manifiesto la limitacién de que
la clasificacion sea Unicamente en base a caracteristicas morfolégicas ya que
en algunos casos intervienen las mismas moléculas en mas de un tipo de
muerte. Asi, recientemente se ha caracterizado un tipo de muerte celular
denominado necroptosis, proceso de muerte regulado morfolégicamente
semejante a la necrosis y en el que interviene algunos receptores comunes con
la apoptosis (Dhuriya y Sharma, 2018). PARP-1 participa en distintos procesos

de muerte.

1.4.2.1. Apoptosis

El proceso de apoptosis ha sido ampliamente descrito, y se le ha
considerado como el evento de muerte celular programada por excelencia. La
apoptosis se caracteriza por una serie de cambios morfolégicos tales como la
disminucién del volumen celular, la condensacion de la cromatina (picnosis), la
fragmentacién celular en cuerpos apoptéticos y el mantenimiento de la
integridad de la membrana plasmatica durante todo el evento de muerte (Kerr
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et al.,, 1972; Kroemer y Reed, 2000). Los eventos moleculares que producen
tales cambios morfolégicos se pueden agrupar en dos rutas de sefalizacion: la
ruta intrinseca y la ruta extrinseca (ambas ampliamente revisadas en (Galluzzi
et al., 2018)). Aunque los eventos iniciales en la sefalizacion de la apoptosis
son diferentes en las dos rutas, en ambas, se activan una serie de cistein-
proteasas conocidas como caspasas (Li y Yuan, 2008) de las que hay dos
tipos: las caspasas iniciadoras, que producen la activacién de otras caspasas, y
las caspasa efectoras que hidrolizan numerosos sustratos y producen
directamente la muerte celular. En la ruta intrinseca de la apoptosis, el evento
fundamental que desencadena la maquinaria necesaria para el reclutamiento y
activacién de caspasas es la permeabilizacion de la membrana mitocondrial
externa (Tait y Green, 2010). Esta permeabilizacion estd mediada por proteinas
de la familia Bcl2 (del inglés B-cell lymphoma-2); en concreto por BAX (del
inglés BCL2 associated X) y BAK1 (del inglés BCL2 antagonist/killer 1) (Gillies
y Kuwana, 2014). Esta permeabilizacion permite la salida de proteinas
presentes en el espacio intermembrana tales como el citocromo ¢ y DIABLO
(del inglés diablo IAP-binding mitocondrial protein) (Galluzzi et al., 2012). La
traslocacién al citoplasma de estas proteinas induce el ensamble del
apoptosoma; un complejo formado por la union del citocromo c, el factor
APAF1 (del inglés Apoptotic protease activating factor 1) y la procaspasa 9 (Li
et al., 1997). Este complejo media la activaciéon de la caspasa 9, favoreciendo
en Ultima instancia la activacién proteolitica de las caspasas efectoras 3 y 7
(Julien y Wells, 2017). La accién de la caspasa 3 (principal caspasa efectora)
es responsable de la fragmentacion del ADN, gracias a la activacién de la
DNasa CAD (Sakahira et al., 1998), y de la externalizacién del fosfolipido
fosfatidilserina (Segawa et al., 2014), entre otros efectos.

La ruta extrinseca de la apoptosis se ve desencadena por la unién de
ligandos a receptores de membrana, como son los receptores de muerte FAS,
TNFR1, DR4 y DR5. La activacion de esta ruta permite el ensamble del
complejo de muerte DISC (del inglés death-inducing signaling complex) que
media la activacion de la caspasa 8. La caspasa 8 puede activar a las
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caspasas 3 y 7, o promover la permeabilizacion de la membrana mitocondrial

externa (Galluzzi et al., 2018).

PARP-1 es uno de los principales sustratos de caspasas efectoras
durante la apoptosis. Como se ha comentado en epigrafes anteriores, la
presencia de dano en el ADN conlleva a la activacion de PARP-1 y la
consecuente poli-ADP-ribosilacion de sustratos relacionados con la maquinaria
de reparacién del dafno en el ADN. Si el dafo generado es leve, PARP-1
mediaria la reparacién del dano, lo que se traduciria en supervivencia celular.
Sin embargo, ante dafios moderados, las caspasas efectoras 3 y 7 proteolizan
PARP-1, generando dos fragmentos de 89 y 24 kDa (lvana Scovassi y
Diederich, 2004; Soldani y Scovassi, 2002); el fragmento de 24 kDa (p24)
inhibe la actividad catalitica de las unidades de PARP-1 que no hayan sido
procesada por las caspasas, con lo que se bloquea la reparacion el ADN y se
favorece la muerte celular por apoptosis (lvana Scovassi y Diederich, 2004).

1.4.2.2. Necrosis

Virag y colaboradores, observaron que una hiperactivacion de PARP-1
qgue se producia tras el tratamiento con agentes inductores de ROS, originaba
necrosis, sugiriendo que la actividad de PARP-1 esta relacionada con este
proceso de muerte celular (Virag et al., 1998a; Virag et al., 1998b).
Anteriormente, se habia visto que el tratamiento con agentes genotdxicos
desencadenaba una caida en los niveles intracelulares de NAD* y ATP que
impedia la realizacién de funciones celulares dependientes de energia (por
ejemplo sintesis de proteinas) y favoreciendo la muerte celular; la caida en los
niveles de NAD" se relaciond con un incremento en la actividad de PARP-1
consecuencia del dafio en el ADN provocado por los genotdxicos empleados,
ya que la inhibicién de la actividad de PARP-1 evitaba la caida de NAD" y de
ATP (Berger et al., 1983). PARP-1 se considera una de las principales enzimas
catabolizadoras del NAD*, sustrato necesario para la sintesis de ATP, siendo
capaz de agotar el NAD* al 10-20% de los niveles normales (Berger, 1985;

Goodwin et al., 1978; Skidmore et al., 1979). Esto hace que célula se vea
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obligada a sintentizar continuamente NAD" o estimular rutas que restauren sus

niveles, produciendo una alteracidén energética dentro de la célula.

En relacion a estas observaciones, diversos estudios han mostrado que
una excesiva activacién de PARP-1 produce una caida drastica de los niveles
de NAD", lo que conlleva una caida drastica en los niveles de ATP y a una
alteracion del flujo glicolitico, favoreciendo la muerte celular por necrosis; estos
efectos se pueden evitar mediante la inhibicion o silenciamiento de PARP-1 (Ha
y Snyder, 1999; Ying et al., 2002). En base a estas evidencias se considera
que la sobreactivacién de PARP-1 que se produce ante un dafio severo en el
ADN, conduciria a una caida de los niveles energéticos celulares y favorece la
muerte celular por necrosis; por contra, si el dafio en el ADN es leve se
produce una cierta activacién de PARP-1 que contribuye a la reparacién del
dano celular; finalmente, un dafio moderado del ADN produciria una activacion
inicial de PARP-1 pero no originaria una deplecién energética que impidiese la
activaciéon de las caspasas que degradan PARP-1 y finalmente la muerte
celular por apoptosis (Andrabi et al., 2008; Elkholi y Chipuk, 2014; Jubin et al.,
2016) (Figura 8).

El proceso de muerte celular por necrosis, desde sus primeras
descripciones (Kerr et al.,, 1972), se ha considerado un proceso violento
caracterizado por un incremento del volumen celular y la rotura de la
membrana plasmética, con la consiguiente liberacién del contenido celular al
medio circundante. No obstante, diversas evidencias ponen de manifiesto que
no siempre se trata de un proceso accidental, y que estaria mediado en ciertas
situaciones por la activacion de receptores de muerte tales como TNFR1 y
FAS, receptores de reconocimiento de patégenos como TLR3, y la proteina
ZBP1 (del inglés Z-DNA binding protein 1) (Kaiser et al., 2013; Laster et al.,
1988; Upton et al., 2012; Vercammen et al., 1998; Vercammen et al., 1997);
considerandose actualmente como un proceso regulado, denominado
necroptosis. Tras la estimulacién del receptor TNFR1 se produce el ensamblaje
de un complejo proteico denominado necrosoma, formado por las quinasas

RIP1 y RIP3 (del inglés Receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 1
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and 3, respectivamente), que mediaria la necrosis regulada (Galluzzi et al.,
2014).

Darfo en el ADN
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Figura 8. PARP-1 y muerte celular. Tras la generacion de dano en el ADN se produce la
activacion de la enzima PARP-1. Si el dafio generado es leve, la activacion de PARP-1 permite
el reclutamiento de proteinas implicadas en la reparacién del ADN, favoreciéndose la
supervivencia celular. Si el dafio generado es moderado, se produce la activacién de las
caspasas ejecutoras 3 y 7 que llevan a cabo la escision proteolitica de PARP-1, impidiendo la
reparacién del dafio y promoviendo la muerte celular por apoptosis. Ante un dafo excesivo en
el ADN se produce una activacién excesiva de la enzima PARP-1, resultando en un consumo
excesivo de NAD", lo que ocasiona una caida en los niveles energéticos de la célula, que

muere finalmente por necrosis.

PARP-1 también puede favorecer el desarrollo de la necrosis regulada.
Xu y colaboradores (2006) han mostrado el papel de PARP-1 en la muerte
celular por necrosis, en la que estaria involucrada la quinasa RIP1, asi como el
receptor TNFR2 (del inglés tumor necrosis factor receptor [TNFR]-associated
factor 2), donde se conduciria a la activaciéon de la quinasa de Jun (JNK) y a

una disfuncién mitocondrial.
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1.4.2.3. Autofagia

En el proceso de macroautofagia, denominada comunmente autofagia,
los componentes citoplasmicos de la célula son englobados en autofagosomas
y degradados por los lisosomas mediante la formacion de autolisosomas
(Klionsky, 2005; Levine y Klionsky, 2004). Se considera como un mecanismo
de adaptacién a condiciones de estrés (por ejemplo de privacion de nutrientes),
aunque también posee funciones relacionadas con el mantenimiento de la
homeostasis (Klionsky, 2005; Yonekawa y Thorburn, 2013). En la mayoria de
los casos conocidos la autofagia parece tener un papel protector, pero se ha
visto que también podria desencadenar la muerte celular (Galluzzi et al., 2012).
El Comité de Nomenclatura Sobre Muerte Celular, NCCD (del inglés
Nomenclature Committee of Cell Death), define la muerte celular por autofagia
como un evento de muerte celular que ocurre sin condensacion de la
cromatina, y caracterizado por la vacuolizacion intensa del citoplasma por

vesiculas de doble membrana o autofagosomas (Galluzzi et al., 2012).

El proceso de autofagia estd coordinado por dos quinasas, la
serin/treonin quinasa ULK1 (del inglés unc-51-like autophagy-activating kinase
1, conocida también como ATG1, del inglés autophagy-related-1) y la quinasa
VSP34 (del inglés vacuolar protein sorting-34) (ltakura y Mizushima, 2010;
Russell et al., 2013). La activacion secuencial por fosforilacion de ULK1 y
VPS34 conlleva al reclutamiento adicional de proteinas de la familia ATG para
la formacién y maduracion del autofagosoma (ltakura y Mizushima, 2010;
Russell et al., 2013).

En la regulacién de la autofagia participan dos quinasas centrales:
AMPK (del inglés AMP-activated protein kinase) y mTOR (del inglés
mammalian target of rapamycin). AMPK es considerada el principal sensor
energeético en las células eucaridticas, y se activa ante situaciones de estrés en
las que hay un déficit de produccion celular de ATP (caracterizadas por un
valor alto de la proporcién AMP: ATP en la célula) (Hardie et al., 2003; Kemp et
al., 2003). AMPK activada intenta restaurar el balance energético celular
inhibiendo los procesos anabdlicos que conlleven consumo de ATP (como la
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sintesis de lipidos, de carbohidratos y de proteinas), y promoviendo procesos
catabdlicos que generen ATP (Hardie et al., 2003; Kemp et al., 2003). En
situaciones restrictivas de energia, AMPK induce el proceso de autofagia
mediante la fosforilacién y activacion de componentes de la ruta de autofagia
(Egan et al., 2011; Kim et al., 2011).

MTOR es una serin/treonin quinasa que forma parte de dos complejos,
el complejo mTOR 1y 2 (mTORC1 y mTORC2, respectivamente), y es capaz
de verse activado en presencia de nutrientes (por ejemplo en presencia de
glucosa o aminoacidos) o por senales de crecimiento, activando rutas
biosintéticas y promoviendo el crecimiento celular (Hay y Sonenberg, 2004).
mTORC1 puede inhibir el proceso de autofagia mediante dos mecanismos, a)
mediante la fosforilacién de la quinasa ULK1 y de la proteina ATG13 (Ganley et
al., 2009; Jung et al., 2009; Kim et al., 2011), y b) mediante la desestabilizacién
de ULK1 por medio de la fosforilacion de regulador de autofagia AMBRA1 (del
inglés Autophagy/Beclin-1 regulator 1) (Nazio et al., 2013). En definitiva, AMPK
y mTOR tienen efectos contrarios en la regulacién de la autofagia. Asimismo,
AMPK inhibe el complejo mTORC1 mediante dos mecanismos: a) mediante la
fosforilacién y activacién del regulador negativo de mTORC1, TSC2 (del inglés
tuberous sclerosis complex 2) (Inoki et al., 2003), y b) mediante la fosforilacién
e inhibicién de la subunidad Raptor (del inglés regulatory-associated protein of
mTOR) (Gwinn et al., 2008).

Los niveles de activacion de PARP-1 podrian ser clave para determinar
si se produce autofagia o necrosis. Munoz-Gamez y colaboradores (2009)
muestran que el tratamiento con doxorubicina ocasiona una hiperactivaciéon de
PARP-1 y la consiguiente disminucion de los niveles de ATP, la caida de los
niveles energéticos produce la activacion de AMPK que a su vez promueve el
fenémeno de autofagia. Por otra parte, la ausencia de la actividad de PARP-1,
retrasa el fendmeno de autofagia e incrementa la muerte celular tras el
tratamiento con doxorubicina, lo que indica que la autofagia precisa de la
actividad de PARP-1 y que tiene un papel protector en condiciones de dafo del
ADN. En este sentido, se cree que la presencia de actividad PARP-1 es clave
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para promover la supervivencia de las células tumorales que presentan dafno
en su ADN.

En condiciones de deprivacion de nutrientes también se activa AMPK y
se estimula el proceso de autofagia (Rodriguez-Vargas et al., 2012). Esto a su
vez genera la apariciéon de ROS que danan el ADN y activan a PARP-1, lo que
ocasiona una caida en los niveles de ATP; como la disminucion de ATP
produce la activacion de AMPK esta se incrementa aun mas y se favorece el
mantenimiento de la autofagia; si esta sefial se mantiene de forma prolongada
se produce la muerte celular por autofagia. En ausencia de actividad de PARP-
1, no hay retroalimentacién de AMPK, y disminuyen los procesos de autofagia y

las células mueren por apoptosis (Rodriguez-Vargas et al., 2012).

1.4.2.4. Parthanatos

Andrabi y colaboradores observaron que la administracion del polimero
sintético de PAR en neuronas corticales tenia graves consecuencias para la
viabilidad celular, mientras que su degradacién prevenia los efectos téxicos
(Andrabi et al., 2006). Esta evidencia puso de manifiesto que el polimero PAR
podria actuar como sefial de muerte celular, e iniciar aparentemente una ruta
de muerte celular. En relacion a esta hipotesis, unos anos antes, Yu y
colaboradores (2002) mostraron que la activacion de PARP-1 induce un
proceso de muerte celular independiente de caspasas caracterizado por la
traslocacion al nucleo de la flavoproteina AIF (del inglés Apoptosis Inducing
Factor). Sin embargo, el bloqueo de la actividad de PARP-1 evitaba la
traslocacién de AIF y la muerte celular (Yu et al., 2002). Afhos mas tarde este
mismo grupo de investigacion puso de manifiesto que el polimero PAR es el
responsable de la traslocacién del factor AIF desde la mitocondria hacia el
nacleo celular (Yu et al., 2006). La administracién de polimero PAR a
mitocondrias aisladas desencadena la liberacién del factor AlF, indicando que
PAR media la liberacién de este factor (Yu et al., 2006). Ademas este grupo
muestra que tras el tratamiento con agentes que producen dafos en el ADN se

genera una acumulacion del polimero PAR en el ndcleo a los 15 minutos del
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tratamiento, mientras que a tiempos posteriores se observa en fracciones
citoplasmaticas y mitocondriales, apoyando la hipo6tesis de que el polimero
PAR podria interaccionar con AlIF en la mitocondria e inducir su traslocacion al
nucleo (Yu et al., 2006) (Figura 9). Estudios posteriores han mostrado que la
proteina AIF posee una alta afinidad por el polimero PAR, llegando a presentar
tres dominios de union a PAR (Gagne et al.,, 2008), de tal forma que
mutaciones en residuos dentro de estos dominios alteran la capacidad de unién
entre el polimero PAR y el factor AIF (Wang et al., 2011).
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Figura 9. Muerte celular mediada por PARP-1, Parthanatos. 1. La generacion de dafo en el

ADN conlleva la activacion de PARP-1. La activacion de PARP-1 permite la poli-ADP-
ribosilacién de diversos aceptores nucleares, asi como la generacién de polimero PAR libre. 2.
Este polimero PAR libre puede traslocarse desde el ndcleo a la mitocondria donde puede
interaccionar con el factor AIF. 3. La interaccion del polimero PAR con AIF induce la
traslocacion de AIF al ndcleo celular, donde desencadenaria la fragmentacion del ADN y la

muerte celular.

Dada la relacién observada entre ambas proteinas y el papel de PARP-1
en mediar este tipo de muerte celular, el Comité de Nomenclatura Sobre
Muerte Celular, NCCD, reconocié en el aino 2012 como un nuevo tipo de

49



Introduccion

muerte celular a la muerte celular mediada por el polimero PAR que fue
denominada como Parthanatos (Galluzzi et al., 2012). Esta muerte presenta
caracteristicas comunes el proceso de muerte celular por apoptosis, tales como
la externalizacién del lipido fosfatidilserina, la disipacion del potencial de
membrana, la condensacion de la cromatina y la disminucién del tamarno
celular. No obstante, a diferencia de la apoptosis presenta pérdida de la
integridad de la membrana, fragmentacion del ADN en fragmentos de gran
tamano (mayores de 50 kb) y no requiere activacién de caspasas (Fatokun et
al., 2014).

A pesar de que los estudios comentados anteriormente ponen de
manifiesto el papel del polimero PAR en la liberacién y traslocacion del factor
AlIF e induccion de la muerte celular, queda por esclarecer el mecanismo
exacto por el cual AIF es capaz de producir muerte celular. AIF es una
flavoproteina mitocondrial que participa en la regulacion y biogénesis de la
cadena de transporte electrénico mitocondrial (Hangen et al., 2015), y que
puede promover muerte celular, con condensacion de la cromatina vy
fragmentacién del ADN (en fragmentos de gran tamano, mayores de 50 kb),
independiente de caspasas cuando se trasloca al nucleo (Susin et al., 1999).
No se ha descrito actividad nucleasa de AIF que justifique la degradacion del
ADN tras la traslocacién al nucleo celular (Fatokun et al., 2014), por lo que se
ha propuesto que AlF debe cooperar (0 activar) en el nacleo con alguna enzima
que si posea esta actividad. Asi, se ha propuesto que AIF puede activar a la
Endonucleasa G para promover la degradacién del ADN (Wang et al., 2002),
aunque este enzima no parece ser crucial para el desarrollo de la muerte
celular en mamiferos (David et al., 2006; Irvine et al., 2005). Recientemente, se
ha identificado al factor inhibidor de la migracion de macréfagos (MIF, del inglés
Macrophage Migration Inhibitory Factor) como una nucleasa cooperadora con
AIF en la muerte mediada por el polimero PAR, ya que la eliminacién de MIF o
la alteracion de la union AIF-MIF evita la degradacion del ADN (Wang et al.,
2016). Sin embargo, el causante de la actividad nucleasa no esta plenamente

identificado, como muestra una revision reciente del grupo de Valina Dawson
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qgue describe la intervencién de una nucleasa genérica que denomina PAAN
(del inglés Parthanatos-dependent AlF-associated nuclease) (Fan et al., 2017).

Diversos estudios han mostrado que la muerte celular por Parthanatos
tendria un papel relevante en la muerte de neuronas tras la exposicion a
agentes genotdxicos o a situaciones de estrés oxidativo (Alano et al., 2010;
Mandir et al., 2000). Estas situaciones se observan en modelos de
enfermedades neurodegenerativas tales como Parkinson e isquemia cerebral
(Culmsee et al., 2005; Li et al., 2010; Wang et al., 2003).

1.4.3. Transcripcion génica

Observaciones realizadas en los afios 80 indicaron que el enzima
PARP-1 podria incrementar la especificidad de la transcripcién génica mediada
por la enzima ARN polimerasa Il (Slattery et al., 1983). Posteriormente se
revel6 que PARP-1 es un estimulador de la transcripcién mediada por la ARN

polimerasa Il (Meisterernst et al., 1997).

La funcion de PARP-1 en el proceso de transcripcion parece ser,
fundamentalmente, la de modificar o alterar la disposicion de los nucleosomas,
mediante la poli-ADP-ribosilacién de las histonas que los componen, facilitando
los procesos de transcripcién. Asi, Poirier y colaboradores (1982) mostraron
por primera vez que la histona H1 era susceptible de ser modificada por PARP-
1, de forma que se alteraba el estado de la cromatina. A partir de
observaciones realizadas en Drosophila, se ha propuesto que el enzima PARP-
1 inactivo se encuentra asociado a los nucleosomas y a otras proteinas que
forman parte de la cromatina; tras su activacion, PARP-1 poli-ADP-ribosila a
proteinas asociadas a la cromatina, produciendo la relajacién de la cromatina y
permitiendo el acceso de la maquinaria de transcripcion; cuando cesa la sefal
activadora de PARP-1, el enzima PARG elimina el polimero PAR de las
proteinas cromatinicas y la cromatina vuelve a adoptar una organizacion
condensada (Tulin y Spradling, 2003) (Figura 10). Un fenédmeno semejante, el
control del estado de relajacion de la cromatina por la accion de PARP-1,
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parece ocurrir para la regulacién de la transcripcidn de los genes de las
citoquinas inflamatorias IL-1B y TNF en células microgliales estimuladas con

lipopolisacarido (Martinez-Zamudio y Ha, 2014).

Regulacién del estado de condensacion de la cromatina

Interaccidn con factores de transcripcion

PARP-1
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Figura 10. Papel de PARP-1 en el control de la transcripcion génica. PARP-1 puede

controlar el proceso de transcripcién génica por medio de tres mecanismos: mediante cambios
en la organizacion de la cromatina, gracias a la modificacién de histonas; mediante la
interaccién con factores de transcripcion, bien promoviendo o reprimiendo su actividad, o

mediante la unién a secuencias reguladoras en los promotores.

PARP-1 también puede regular la transcripcion mediante otros
mecanismos (Kraus y Lis, 2003). En primer lugar, PARP-1 puede interaccionar
directamente, en algunos casos sin que se precise su actividad enzimatica, con
factores de transcripcién (Figura 10). Por ejemplo, en el caso del factor de
transcripcion NF-kB: PARP-1 forma un complejo nuclear con NF-kB sin
necesidad de la actividad enzimatica de PARP-1, promoviendo la transcripcion
de genes dependientes de NF-kB (Hassa et al., 2001; Hassa y Hottiger, 2002).
En otros casos, por el contrario, si es necesaria la actividad enzimatica de
PARP-1 para su actividad co-reguladora, como sucede en el caso de la

regulacion del factor de transcripcion p53 por PARP-1. En este caso, PARP-1
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cataliza la poli-ADP-ribosilaciéon de p53, lo que impide que este factor interactue
con la exportina Crm1, y hace que se acumule en el ndcleo, donde ejerce su
actividad como factor de transcripcion; si no hay poli-ADP-ribosilacién de p53
este es exportado al citoplasma y no actla como factor de transcripcién (Kanai
et al., 2007).

Finalmente, el efecto de PARP-1 se debe en ocasiones a que PARP-1
se une a secuencias reguladoras presentes en las regiones promotoras de los
genes que codifican factores de transcripciéon (Figura 10). Tal es el caso de la
expresién de la ciclooxigenasa 2 (COX2), responsable de la sintesis de
prostanglandinas. PARP-1 es capaz de unirse a un elemento inhibidor
localizado entre los nucleétidos -655/-632 de la regién promotora de COX2 en
ratones, resultando en una menor expresiéon de la COX2 (Lin et al., 2011).

1.4.4. Division celular

Diversos estudios muestran que PARP-1 podria participar en el control
del ciclo celular y de la divisiébn celular. Se ha observado que PARP-1
interactia con proteinas constitutivas del cinetocoro tales como CENP-A y
CENP-B, y con proteinas facultativas del control del huso mitético durante la
mitosis (Earle et al., 2000; Saxena et al., 2002a; Saxena et al., 2002b).
Asimismo, PARP-1 regula la funcién del centrosoma, ya que se ha visto que
puede poli-ADP-ribosilar proteinas del centrosoma y su inhibiciébn o ausencia
causa un incremento en la cantidad de centrosomas (Kanai et al., 2003), y

aneuploidias cromos6micas (Tong et al., 2007).

1.4.5. Inflamacion

La inflamacion es un proceso biolégico que se encarga de eliminar
estimulos daninos (como patdgenos, células dafadas, compuestos téxicos o
irradiacion), e inicia el proceso de recuperacién de la zona danada. La

inflamacion se caracteriza por el enrojecimiento, hinchazén, calor, dolor y
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pérdida de la funcion tisular, como resultado de las respuestas de las células
inmunes, vasculares e inflamatorias locales a la infeccién o lesién (Chen et al.,
2018). En muchos casos se consigue eliminar el estimulo desencadenante con
el minimo de lesiones y la respuesta inflamatoria es limitada en el tiempo
(respuesta inflamatoria aguda); pero otras veces el estimulo desencadenante
no desaparece o produce lesiones permanentes y la respuesta inflamatoria se
prolonga en el tiempo (respuesta inflamatoria crénica) pudiendo desarrollarse
enfermedades cronicas (Chen et al., 2018).

Algunos componentes de la reaccion inflamatoria actian como
detectores de la lesion (por ejemplo, la infeccion por bacterias es detectada por
receptores de la inmunidad innata TLR, del inglés Toll-like receptors). Otros
componentes son mediadores inflamatorios que actian en la zona de la lesion
y provocan directamente la reaccion inflamatoria (Medzhitov, 2010). Estos
mediadores inflamatorios comprenden pequefias moléculas, como las
citoquinas inflamatorias (por ejemplo, IL-1, TNF o IFN-y), las quimiocinas, o la
activacion de diversas enzimas (como la 6xido nitrico sintasa inducible, iINOS;
COX2, NAPDH oxidasa, etc.) (Chen et al., 2018).

Durante la respuesta inflamatoria PARP-1 interviene controlando la
transcripcion génica, y regulando, por tanto, la expresién de citoquinas y otros
mediadores inflamatorios. Ya se ha descrito que PARP-1 promueve la
transcripcion de citoquinas inflamatorias por medio de NF-kB. Por el contrario,
la ausencia de PARP-1, reduce la expresiéon de citoquinas inflamatorias y
disminuye el proceso inflamatorio (Altmeyer et al., 2010). De hecho, ratones
deficientes en PARP-1 son resistentes al shock endotdxico inducido por
lipopolisacarido (LPS) (Oliver et al., 1999). Ademas, PARP-1 interviene en la
modulacién de la actividad del factor de transcripcion AP-1 (del inglés
Activating Protein 1) que también regula la expresion de mediadores
inflamatorios; la inhibicién o bloqueo de la expresion de PARP-1 reduce la
actividad de JNK, una quinasa que regula AP-1, y la capacidad de AP-1 para
unirse al ADN (Andreone et al., 2003).
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Dado que PARP-1 es capaz de modular la respuesta inflamatoria se ha
propuesto que PARP-1 pueda ser una diana terapéutica adecuada para
producir efectos beneficiosos en situaciones inflamatorias. Asi, la inhibiciéon o
bloqueo de PARP-1 produce efectos beneficiosos en modelos murinos de
enfermedades cronicas cardiovasculares con un componente inflamatorio
significativo (Bai y Virag, 2012). Incluso PARP-1 parece contribuir en los
procesos inflamatorios que ocurren en el SNC, precisamente a través de la
regulacion de la aexpresién génica en células gliales, ya que la estimulacién
con lipopolisacarido de células gliales procedentes de ratones deficientes en
PARP-1 muestran una marcada reduccion en la expresién de citoquinas como
IL-1B, IL-6 y TNF (Ha et al., 2002; Nakajima et al., 2004).

1.5. Inhibidores de PARP-1

El papel de PARP-1 en respuesta a los agentes genotoxicos y su
implicacion en los diferentes procesos celulares descritos, ha permitido a lo
largo de la historia el desarrollo de inhibidores para el bloqueo de su actividad,
usados como herramienta para el estudio de la funcién de PARP-1, y como

potenciales agentes terapéuticos.

Durante los primeros afnos de estudio de la enzima PARP-1 se observd
que la nicotinamida generada durante la sintesis de las unidades de ADP-
ribosa mostraba cierta capacidad inhibitoria sobre la actividad de PARP-1
(Clark et al., 1971). Estas observaciones dieron lugar al desarrollo de la primera
generacioén de inhibidores, basados en la nicotinamida, donde el nitrégeno de la
posicion 3 del heterociclo era sustituido por un atomo de carbono u otras
sustituciones, dando lugar a la benzamidas y derivados de estas (Purnell y
Whish, 1980) (Figura 11). Las moléculas obtenidas, en particular la 3-
aminobenzamida (3-AB), inhibian la actividad de PARP-1 y producian efectos
citotoxicos en las células tumorales tratadas con agentes genotéxicos (Durkacz
et al.,, 1980) (Figura 11). Estos primeros inhibidores mostraban una baja
capacidad de inhibicién, por lo que era necesario emplear concentraciones

altas de inhibidor, concentraciones milimolares, para conseguir una inhibicion
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apreciable en cultivos celulares; ademas presentaban cierta inespecificidad que
se reflejaba en que producian descenso en la viabilidad celular, y alteraciones
del metabolismo de la glucosa y de la sintesis de ADN (Milam y Cleaver, 1984).

Todo esto impedia que fuesen utilizadas in vivo.

Primera generacion
I |
A N
/j/ “NH, Nicotinamida | %" “NH, 3-aminobenzamida (3-AB)
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Figura 11. Diferentes generaciones de inhibidores de PARP-1. Estructura de la
nicotinamida, usada como base para el desarrollo de inhibidores de PARP-1 e inhibidores de
PARP-1 representativos de cada generacién. Se resalta en color verde el grupo farmacoforo de
la nicotinamida en cada uno de los inhibidores. Las estructuras quimicas de los inhibidores se
han representado con la herramienta ACD/ChemSketch Freeware, version 11.02, Advanced

Chemistry Development, Inc., Toronto, On, Canada, www.acdlabs.com, 2019.
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Ya en los afos 90, Banasik y colaboradores (1992) analizaron la
capacidad inhibitoria frente a PARP-1 de 170 compuestos; durante este estudio
se identificaron varios compuestos con potente actividad inhibidora, entre los
que destacan derivados de las quinazolinas como las isoquinolinas, las
fenantridionas y las naftalimidas (segunda generacion de inhibidores). Algunos
de estos compuestos identificados se usaron como base para el desarrollo de
inhibidores de PARP-1 mas potentes, como es el caso de las fenantridionas.
Un ejemplo de ello es el desarrollo del inhibidor N-(6-o0x0-5,6-dihidrofenantridin-
2-il)-2-(N,N-dimetilamino)acetamida, denominado PJ34, a partir de Ila
fenantridiona, con una ICso de 20 nM (Jagtap et al., 2002) (Figura 11). Este
nuevo inhibidor era capaz de reducir la necrosis inducida por peroxinitrito en
timocitos murinos (Jagtap et al., 2002) y protegia a las neuronas sometidas a
deprivacion de glucosa y oxigeno (Abdelkarim et al., 2001). La administracion
in vivo de este inhibidor mejora la respuesta en accidentes cerebrovasculares,
infarto de miocardio, shock circulatorio, insuficiencia cardiaca y diabetes
(Jagtap y Szabo, 2005). Finalmente también reduce la supervivencia de
algunos tipos de células tumorales potenciando la acciébn de agentes
antitumorales como el cisplatino (Huang et al., 2008; Michels et al., 2013).
Otros inhibidores de esta generacién son el DPQ (3,4-dihidro-5-[4-(1-
piperidinil)butoxil]-1(2H)-isoquinolinona), el PD128763 (3,4-dihidro-5-metil-1-
[2H]-isoquinolinona) y el NU1025 (8-hidroxi-2-metilquinazolina-4-[3H]-ona)
(Arundel-Suto et al., 1991; Griffin et al., 1995; Suto et al., 1991) (Figura 11).

Estudios cristalograficos de los inhibidores de segunda generacion
permitieron obtener datos importantes en relacion a la estructura molecular
necesaria para incrementar la interaccién de los inhibidores con PARP-1 y
desarrollar inhibidores mas efectivos, inhibidores de tercera generaciéon (Canan
Koch et al., 2002; Ruf et al., 1998; Skalitzky et al., 2003) (Figura 11). En la
tercera generacién, encontramos compuestos como Rucaparib (Thomas et al.,
2007), con una constante de inhibicion en el rango nanomolar (Ki: 1.4 nM). En
la actualidad los inhibidores de tercera generacion (por ejemplo, Rucaparib,
Iniparib, Olaparib, Veliparib, Niraparib, Talazoparib, CEP-9722 y E7016) se

estan utilizando o estan propuestos para el tratamiento de tumores en
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combinacién con quimioterapia o radiaciéon (Martin-Guerrero et al., 2017a;
Tangutoori et al., 2015). Recientemente, se ha demostrado que estos
inhibidores causan la muerte de células tumorales por el secuestro de PARP-1
y PARP-2 en la zona de la lesién del ADN (fendbmeno denominado en inglés
trapping), impidiendo la reparacion del dano, la replicacion y la transcripcién, lo
qgue desencadena la activacién de rutas de muerte celular (Shen et al., 2015).

La agencia americana del medicamento (FDA, del inglés Food and Drug
Administration) y la Agencia Europea del Medicamento autorizaron en 2014,
2016 y 2018 el uso de los inhibidores Olaparib y Rucaparib para el tratamiento
de diversos canceres de ovario y préstata (datos obtenidos de www.fda.gov y

de la Agencia Europea del Medicamento).
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Objetivos

Elevadas concentraciones intracelulares de ROS originadas de manera
endogena o debido a una exposicidon a agentes exégenos pueden provocar en
la célula una situacién de estrés oxidativo, con efectos perjudiciales para la
célula. Uno de los posibles efectos negativos de esta situacion es la generacion
de dafos en el ADN. Si este no es reparado, o el nivel de dafio es excesivo, se
puede generar inestabilidad gendmica que puede inducir la muerte de la célula.
Si esta situacién se extiende al resto de células de un tejido u 6rgano puede
dar lugar al desarrollo y progresion de ciertas patologias. Por tanto, el conocer
los mecanismos implicados en la respuesta celular inducida por dicho estrés es
de vital importancia para la identificacién de futuras dianas terapéuticas que
puedan contrarrestar la progresion de enfermedades relacionadas con el estrés

oxidativo.

PARP-1, como se ha descrito anteriormente, es una enzima implicada
en la respuesta celular tras dafos en el ADN, implicada en el reclutamiento y
activacion de la maquinaria necesaria para la reparacién del dafo,
promoviendo la reparacién del dafo inducido. Sin embargo, una activacién
excesiva de PARP-1 puede conducir a la muerte de la célula. Por todo ello, es
importante comprender el papel de la enzima PARP-1 en cada contexto celular,
ya que las consecuencias de su activacion pueden ser diferentes dependiendo
del tipo celular y del estimulo que desencadene su activacién.

Aunque todos los tipos celulares que componen los diferentes tejidos y
organos corren el riesgo de padecer situaciones de estrés oxidativo, existen
organos que debido a su funcién estan expuestos de forma rutinaria a diversas
fuentes de ROS. Tal es el caso de la retina y el higado, que debido al
procesamiento de la luz o a la detoxificacién de diversos compuestos, se
encuentran expuestos a fuentes de ROS. Por ello es importante que los
mecanismos encargados de contrarrestar los altos niveles de ROS, o en
reparar los danos inducidos por estas, funcionen correctamente. Sin embargo,
en determinadas circunstancias las ROS no son neutralizadas e inducen una
situacion de estrés oxidativo. Por ello, una mayor comprensién de los
mecanismos moleculares implicados en el desarrollo de patologias en la retina

e higado, relacionadas con la presencia de altos niveles de ROS, es de crucial
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importancia para la identificacion de nuevas dianas terapéuticas en el

tratamiento de estas patologias.

Dado que PARP-1 es una enzima importante en la reparacion del dano
en el ADN inducido por ROS, y debido a que la retina e higado son dos
organos susceptibles de padecer dafio oxidativo, en la presente Tesis doctoral
se ha estudiado las consecuencias de la activacibn de PARP-1 ante

situaciones de estrés oxidativo en ambos modelos.
Para realizar este estudio se han establecido los siguientes objetivos:

Primero. Evaluar el papel de la activacion de PARP-1 durante el
desarrollo postnatal de la retina de ratén, y correlacionar dicha activacion con la

presencia de marcadores de dafos oxidativos, especialmente en el ADN.

Segundo. Determinar la importancia de PARP-1 en un modelo de estrés
oxidativo inducido en la retina de raton, mediante el tratamiento de cultivos
organotipicos o de una linea celular de retina de ratén con un agente inductor
de estrés oxidativo. Analizar el papel de los inhibidores de PARP-1 en la
respuesta celular y molecular inducida por dicho estrés.

Tercero. Evaluar la relevancia de PARP-1 en un modelo de estrés
oxidativo inducido en hepatocitos humanos, mediante el tratamiento de la linea
celular WRL68 con un agente inductor de estrés oxidativo, y estudiar el papel
de los inhibidores de PARP-1 o de su silenciamiento en la respuesta celular y
molecular inducida por dicho estrés.
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Material y métodos

3.1. Animales

En el presente estudio se han utilizado retinas procedentes de ratones
Mus musculus de la cepa C57BL/6, suministrados por el Servicio de
Produccién y Experimentacién Animal de la Universidad de Granada. Las
retinas utilizadas provenian de animales postnatales de 0, 3, 7, 10, 12, 14,21y
28 dias de edad (PO, P3, P7, P10, P12, P14, P21 y P28, respectivamente) y de
animales adultos de 60 dias de edad (P60). Los animales postnatales hasta
P14 fueron sacrificados por decapitacién, mientras que los animales posnatales
P21 y P28, asi como los adultos P60 fueron sacrificados mediante dislocacidon
cervical. Todos los animales fueron mantenidos con un ciclo de luz/oscuridad

de 12h y acceso ad libitum a la comida y el agua.

La manipulacion y realizacién de procedimientos experimentales con los
animales fueron aprobados por el Comité de Etica en Experimentacién Animal
de la Universidad de Granada (ref. permiso: 2011-357; ref. permiso:
26/04/2018/058), siguiendo las directrices de la Directiva de la Unién Europea
2010/63/EU y la normativa legal espafnola sobre proteccibn de animales

utilizados para fines cientificos.

3.2. Aislamiento y cultivo organotipico de retina

Posteriormente a la muerte del animal, los ojos se enuclearon y se
llevaron a placas estériles de 35 mm de diametro en tampdn fosfato salino
(PBS) o en solucion salina de Gey’s enfriada (en este caso si la retina era
destinada para su cultivo) para la realizar la diseccion del globo ocular. La
diseccion se realizd bajo una lupa binocular (Nikon), utilizando pinzas Dumont
n® 5 y microtijeras Pascheff-Wolff de hoja de 6 mm. Todos los procedimientos

se realizaron en frio para evitar la degradacién de los tejidos.

Tras la enucleacion del ojo, el nervio éptico fue seccionado. A
continuacién, se cort6é el limite entre la esclera y la cérnea, eliminandose la

cérnea por completo (Figura 12). Seguidamente, se eliminaron el cristalino y la
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esclera, dejando la retina al descubierto, de color blanquecino y aspecto
gelatinoso (Figura 12). Finalmente, se eliminaron los restos de la vasculatura
hialoidea que pudieran quedar adheridos a la retina, completando asi el
aislamiento de la retina (Figura 12).

Pupila o ’} Q

Cornea

Explante de retina

Esclera cristalino 4
Retina

,/l

/ Medio c!e cultivo | 6b

Membrana

Obtenciéon de ADN
Obtencién de proteinas

Figura 12. Aislamiento y cultivo in vitro de retina de raton. El ojo, aislado en PBS frio o en
solucién salina de Gey’s enfriada (en este Ultimo caso, si la retina era destinada para su
cultivo), se disecciond realizando un corte entre el limite de la esclera y la cérnea (1); se
eliminé la coérnea y el cristalino (2, 3) asi como la esclera, el epitelio pigmentario y la
vasculatura hialoidea (4, 5); obteniéndose finalmente la retina aislada. Para la obtencion de
proteinas o de ADN, la retina aislada se procesé de acuerdo al protocolo correspondiente (6b).
En el caso del cultivo organotipico de explantes de retina, tras aislar la retina, se corté la region
periférica de la retina, para poder obtener discos de la regién central de un diametro
aproximado de 3 mm (explantes de retina, 6a). Finalmente, los explantes de retina se situaron
sobre una membrana semipermeable con la cara vitrea en contacto con la membrana, y se
dispusieron en pocillos con medio de cultivo, estando en contacto la membrana con el medio

de cultivo.

Para el cultivo organotipico de retina se usaron animales P12 y el
aislamiento de la retina se realiz6 tal y como se ha descrito anteriormente,
usando como medio de diseccién solucion salina Gey’s (Gey’s Balanced Salt
Solution, Sigma, ref. G9779) suplementada con 5 mg/ml de glucosa (Sigma,
ref. G8769) y 50 Ul-ug/ml de penicilina-estreptomicina (Gibco; ref. 15070-063)
(Figura 12). Una vez aislada la retina, se realizaron cortes para eliminar la parte
periférica de la retina, obteniéndose discos centrales de retina (explantes de
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retina) de aproximadamente 3 mm de didmetro. Una vez obtenidos los
explantes de retina, estos fueron cultivados siguiendo el método descrito por
Stoppini y colaboradores (1991) con algunas modificaciones (Marin-Teva et al.,
2004). Los explantes de retina obtenidos, se colocaron con la cara vitrea hacia
abajo sobre una membrana semipermeable (0.4 um de tamafo de poro)
asociada a un dispositivo Millicell de 30 mm de diametro (Millipore, ref.
PICMO03050). El dispositivo Millicell fue a su vez colocado en un pocillo de una
placa de 6 pocillos, conteniendo dicho pocillo 1 ml del medio de cultivo; de tal
forma que cada explante de retina estaba en contacto con el medio de cultivo
por su parte vitrea y con el aire por la parte escleral (Figura 12). El medio de
cultivo estaba compuesto por un 50% de medio basal Eagle con sales Earle
(BME, Basal Medium with Earle’s salts, Gibco, ref. 41010-026), 25% de
solucién salina Hanks (HBSS, Hank's Balanced Salt Solution, Gibco. ref.
14180-046), 25% de suero de caballo inactivado (Gibco, ref.16050-122), 5
mg/ml de glucosa (Sigma, ref. G8769), 1 mM de L-Glutamina (Gibco, ref.
25030-024) y 10 Ul-ug/ml de penicilina-estreptomicina (Gibco, ref. 15070-063).
Los explantes de retina fueron mantenidos en un incubador de CO, (Galaxy S,
Cultek) a 37°C en una atmésfera saturada de humedad y 5% de CO, por un
periodo minimo de 4 horas previo a los tratamientos correspondientes y un
periodo maximo de 2 dias de cultivo in vitro desde su obtencién.

3.3. Cultivos celulares

La linea celular retiniana 661W, cedida por el Dr. Muayyad Al-Ubaidi
(University of Oklahoma Health Sciences Center, Oklahoma City, OK), y la
linea celular hepatica fetal humana WRL68, obtenida de la compania ATCC
(del inglés American Type Culture Collection), se cultivaron en medio DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, Sigma, ref. D6429; Gibco ref. 41966-29)
suplementado con 10% de suero bovino fetal (FBS, Sigma, ref. F7524; Gibco,
ref. 16140-071) y 2 mM de L-glutamina conteniendo 10000 Ul/ml de penicilina y
10 mg/ml de estreptomicina (Sigma, ref. G1146; Gibco, ref. 15140-122). Las
células fueron mantenidas en un incubador de CO, (Galaxy S, Cultek) a 37°C
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en una atmésfera saturada de humedad y 5% de CO,. El mantenimiento de las
lineas celulares se realizd en frascos de cultivo con un area de crecimiento de
25 ¢cm? o de 75 cm? (T25 o T75; Thermo Scientific) hasta alcanzar un 90% de
confluencia, momento en el cual se procedia a su tripsinizacién con tripsina-
EDTA 1x (Sigma, ref. T3924; Gibco, ref. R-001-100) para llevar a cabo la
siembra de ensayos o la siembra de nuevos frascos de cultivo T25 o T75.

3.4. Induccion de estrés oxidativo: tratamiento con peréxido de hidrégeno

La generacidon de una situacién de estrés oxidativo en los explantes de
retina y en los cultivos celulares se consiguié mediante la administracién de un
agente inductor de estrés oxidativo, el peroxido de hidrogeno (H2Oz). Los
explantes de retina procedentes de ratones P12 fueron tratados usando una
solucién 3.5 mM de H>O, en medio de cultivo durante 30 minutos. Transcurrido
el tiempo de incubacion de 30 minutos, el medio de cultivo fue reemplazado por
medio de cultivo fresco (sin H2O») y se incubaron adicionalmente 12 o 24 horas.
Se usaron como controles explantes de retina que no estuvieron sometidos a

tratamiento con H-O..

Las lineas celulares 661W (retiniana) y WRL68 (hepética) se trataron
con soluciones de H.O, preparadas en medio de cultivo a diferentes
concentraciones comprendidas entre 0.25 y 5 mM durante 0, 15 y 30 minutos.
Transcurrido el tiempo de incubacién, el medio de cultivo se reemplaz6 por
medio de cultivo sin H2O,, y se incubaron adicionalmente 15 y 30 minutos, 2, 4,
6, 12, 24, 48 y 72 horas. Los tratamientos de 0, 15 y 30 minutos, asi como la
incubacion posterior en medio fresco durante 15 min y 30 min se usaron para la
determinacién de la actividad de PARP-1 y la medida de especies reactivas de
oxigeno (ROS).

Adicionalmente, en la linea celular WRL68, se llevd a cabo un
tratamiento combinado de H.O» con piruvato sédico (PS), a una concentracion
final de 4 mM, durante el tiempo de tratamiento con H>O,, asi como durante la
post-incubacion en medio fresco. ElI PS es capaz de neutralizar la presencia de
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ROS, en concreto, del H,O, (Kladna et al.,, 2015), por lo que se us6 para
corroborar que el estrés oxidativo era responsable de los cambios inducidos en
la linea celular WRL68.

3.5. Bloqueo de la actividad de PARP-1
3.5.1. Inhibiciéon farmacolégica de PARP-1

El bloqueo de la actividad de PARP-1 en los cultivos organotipicos, asi
como en los cultivos celulares, se llevé a cabo usando los inhibidores de
PARP-1, PJ34 (Enzo Life Sciences, ref. ALX-270-289) a una concentracidén
final de 1 uM. Adicionalemente, en la la linea celular WRL68 se utilizé también
otro inhibidor de PARP-1, denominado AG14361 (Selleck Chemicals, ref.
S2178) a una concentracién final de 1 uM. Para la realizacion de los ensayos
de inhibicién de PARP-1, se realiz6 en primer lugar una incubacion previa con
el inhibidor durante 16 horas, seguido posteriormente del tratamiento
correspondiente con H,O; junto al inhibidor. Por tanto, durante el desarrollo de
los ensayos, el inhibidor se encontraba continuamente presente.

3.5.2. Silenciamiento de PARP-1 mediante ARN pequeio de interferencia

El silenciamiento de la expresion de la proteina PARP-1 se llevé a cabo
en la linea celular hepatica WRL68 usando el sistema de ARN pequefio de
interferencia (siRNA, del inglés small interfering RNA). Las células se cultivaron
a una densidad inicial de 50000 células/pocillo en placas de cultivo de 6
pocillos y se mantuvieron 12 horas a 37°C en una atmésfera saturada de
humedad y 5% de CO,. A continuacién, el medio de cultivo se reemplazd por
medio de cultivo fresco (1.6 ml por pocillo). Seguidamente, se le adicionaban
0.4 ml de la solucién transfectante. La solucion transfectante se obtuvo tras la
mezcla en proporcion 1:1 de una dilucion 3/50 del agente transfectante
Lipofectamina 3000 (Invitrogen, ref. L3000-008) en medio esencial minimo de
bajo contenido en suero (Opti-MEM™, Gibco, ref. 31985-062) y una solucién 50
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nM de una mezcla comercial de 4 siRNA para PARP-1 (Dharmacon, ref. L-
006656-03-0005) en medio Opti-MEM™, La solucién transfectante se incubd
durante 20 minutos a temperatura ambiente y transcurrido el tiempo de
incubacion, se adiciond a los pocillos correspondientes, incubandose 72 horas
a 37°C en un incubador de CO,. Como control negativo de la transfeccién, se
transfectaron células usando una mezcla comercial de siRNA sin diana
especifica (siRNA Non-Target, Dharmacon, ref. D-001810-10-05). Tras la
incubacion de 72 horas con la solucién transfectante, se procedia al tratamiento
con H20..

3.6. Administracion de NAD*

Con el fin de evitar una caida en los niveles energéticos celulares, una
solucién 0.25 mM de NAD" (Sigma, ref. N7004) era administrada durante el
tratamiento con H»O,, asi como durante el tiempo de incubaciéon en medio

fresco posterior, en la linea celular hepatica WRL68.

3.7. Determinacion de especies reactivas de oxigeno mediante citometria
de flujo

La linea celular hepatica WRL68 se cultivd a una densidad inicial de
200000 células/pocillo en placas de 6 pocillos. Previo al tratamiento con H,Oo,
las células se incubaron con una solucion 20 yuM de diacetato de
diclorodihidrofluoresceina (H.DCFDA, Life Technologies, ref. C-400) durante 30
minutos a 37°C. Tras la incubacion con la sonda, se reemplaz6 el medio de
cultivo y se procedi6 al tratamiento con H>O,. Tras el tratamiento con H»O», las
células se despegaron por tripsinizacion y se lavaron con PBS frio mediante su
centrifugacion a 300g durante 5 minutos. Finalmente, se resuspendieron en
PBS frio y se analizd la fluorescencia mediante citometria de flujo en un

citometro Becton Dickinson FACSAria Ill usando el programa de analisis y

70



Material y métodos

adquisicién FACSDiva (BD Biosciences), en la Unidad de Citometria de Flujo
del Centro de Instrumentacién Cientifica (CIC) de la Universidad de Granada.

3.8. Determinacion de la viabilidad celular mediante derivados de
tetrazolio

La medicién de la viabilidad celular se llevé a cabo mediante el ensayo
de MTT (Bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio) (Sigma, ref.
M5655). Para la realizacion de este ensayo, la linea celular WRL68 se sembr6
en placas de 96 pocillos a una densidad celular inicial de 8000 células/pocillo.
Tras el tratamiento con HxO, y su posterior incubacién con medio fresco
durante 24 horas, se procedié a la adicién de 20 pl/pocillo de una solucién 5
mg/ml de MTT (Sigma, ref. M5655), y se incubd durante tres horas a 37°C. A
continuacién, se retird todo el contenido del pocillo y se adicion6 100 pl/pocillo
de dimetilsulféxido (DMSO, Sigma, ref. 472301) para solubilizar el formazan
acumulado en el interior celular. Se incubé durante 10 minutos en agitacion y
oscuridad. La cantidad de formazan solubilizado se midié mediante la lectura
de la absorbancia a 595 nm con un espectrofotémetro (Multiskan Ascent
Reader, Thermo Fisher Scientific). El porcentaje de células viables se calcul6
como el cociente de la absorbancia de la condicion sometida a tratamiento con
H-O- respecto a la del control, asumiendo que el control posee una viabilidad
del 100%.

La determinacién de la viabilidad celular en la linea celular WRL68 en
las que se habia llevado a cabo el bloqueo de la expresion de PARP-1 se llevo
a cabo mediante el método de MTS (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-5-[3-
carboximetoxifenil]-2-[4-sulfofenil]-2H-tetrazolio). Tras el tratamiento con H2O. y
su posterior incubacién 24 horas en medio fresco, se adicion6 100 ul (para
placas de 6 pocillos) de la solucién comercial de MTS (Promega, ref. G3582) y
se incub6 a 37°C. La cantidad de formazan generado se midi6 mediante la
lectura de la absorbancia a 490 nm con un espectrofotdmetro (Microplate
Readers FLUOstar® Omega, BMG LABTECH) cada 10 minutos hasta la

saturacién de la absorbancia. Paralelamente, se usé como blanco pocillos que
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contenian medio de cultivo y MTS. El porcentaje de células viables se calculd
como el cociente de la absorbancia de la condicion sometida a tratamiento con
H.O- respecto a la del control, asumiendo que el control posee una viabilidad
del 100%.

3.9. Medida de la proliferacion celular mediante sulforrodamina B

El grado de proliferacion celular de la linea celular retiniana 661W se
determin6 mediante el ensayo colorimétrico basado en sulforrodamina B (SRB)
segun Vichai y Kirtikara (2006). Las células 661W se cultivaron a una densidad
inicial de 2000 células/pocillo en placas de 96 pocillos. Tras el tratamiento con
H-O2 y su posterior incubacién durante 0, 24, 48 y 72 horas en medio fresco, se
anadié 50 pl/pocillo de una solucién fria al 10% de acido tricloroacético (TCA)
directamente sobre las células con medio de cultivo (concentracién final 3.3%
de TCA) y se incubaron 1h. Posteriormente, las placas se lavaron varias veces
con agua y se dejaron secar a temperatura ambiente. Tras el secado, las
placas se tifieron con una solucién de SRB al 0.057% en 1% de &cido acético
durante 30 minutos, se lavaron cuatro veces con una solucion 1% de acido
acético y se dejaron secar a temperatura ambiente. Tras el secado de las
placas, se anadié 200 pl/pocillo de una solucién 10 mM de Tris pH 10.5 para
solubilizar la SRB, y se incub6é 5 min en agitaciéon y oscuridad. Finalmente, la
lectura de la absorbancia se realiz6 a 492 nm con un espectrofotometro
(Multiskan Ascent Reader, Thermo Fisher Scientific).

3.10. Analisis del ciclo celular mediante citometria de flujo

La determinacion del porcentaje de células presentes en cada una de las
fases del ciclo celular (subGy, Go/G1, S y Go/M) se realizd por citometria de flujo
mediante la tincion del ADN con el colorante loduro de Propidio (IP). Para el
analisis del ciclo celular, se sembraron 200000 células/pocillo de la linea celular
661W en placas de 6 pocillos. Transcurrido el tiempo de tratamiento con H.O.y
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la incubacion posterior de 24 horas, se recogieron los medios de cultivo, se
tripsinizaron las células y se transfirieron a tubos Eppendorf. A continuacion, se
centrifugaron a 800g durante 10 minutos, se lavaron con PBS frio y se
volvieron a centrifugar a 800g durante 10 minutos. Una vez retirado el
sobrenadante, se adicion6 gota a gota y en hielo 2 ml de etanol 70%
previamente enfriado a -30°C. Se fijaron las células en hielo durante 15
minutos, y se conservaron a -20°C en etanol 70% hasta su andlisis. Para su
analisis, se retir6 el etanol 70% mediante su centrifugacion a 800g durante 10
min a 4°C, y el sedimento celular se lavd con 2 ml de PBS frio. Se volvieron a
centrifugar durante 10 min a 800g y se descarté el sobrenadante. Tras la
realizaciéon de tres lavados adicionales con PBS, las células se mezclaron con
250 pl de una soluciéon de IP con RNasa (PI/RNASE Solution, Immunostep, ref.
PI/RNase) y se incubaron durante 30 minutos en oscuridad a temperatura
ambiente. Transcurrido el tiempo de incubacion las muestras se analizaron por
citometria de flujo en un citdbmetro de flujo Becton Dickinson FACSAria Il
(Unidad de Apoyo a la Investigacién [UNAI], Hospital Clinico San Cecilio). Los
resultados se representaron como el porcentaje de células presentes en cada
una de las fases del ciclo celular.

3.11. Deteccidén de dano en el ADN mediante 8-hidroxi-2'-desoxiguanosina

La deteccién de dano oxidativo en el material genético se llevd a cabo
mediante la deteccidn y cuantificacién de un producto de la oxidacién del ADN,
la 8-hidroxi-2'-desoxiguanosina (8-OHdG). La presencia de radicales libres de
oxigeno, tales como el radical hidroxilo, pueden causar danos en proteinas,
lipidos de membrana y ADN. En el caso del radical hidroxilo (OH"), éste puede
interaccionar con los nucleétidos del ADN, tales como la guanina, generando 8-
hidroxi-2’-deoxiguanosina (8-OHdG) (Floyd et al., 1988). En este estudio se
cuantificé la cantidad de 8-OHdG presente en cada uno de los estadios
elegidos mediante un ELISA competitivo (New 8-OHdG check kit; JalCA) de
acuerdo a las instrucciones del fabricante. Retinas procedentes de los estadios
PO, P7, P14, P21 y P60 se homogeneizaron con un homogeneizador Dounce
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(Afora, Madrid, Espafa) en 1 ml de reactivo DNAzol (Life Technologies, ref.
10503-027). Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 98009 durante 10
minutos a 4°C. Se tomé el sobrenadante y se precipité el ADN mediante la
adicion de 0.5 ml de etanol 100%. El precipitado de ADN se lav6 con etanol
75%, y finalmente, se mezcld con una solucién 8 mM de NaOH. La cantidad de
ADN obtenido en cada una de las muestras se cuantific6 para su posterior
procesamiento (BioPhotometer Plus, Eppendorf). 10 ug de ADN de cada
muestra fueron digeridos con la enzima DNasa | (Sigma, ref. AMPD1) durante
15 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, 50 pl de las muestras se
transfirieron a la placa de ELISA junto con 50 pl del anticuerpo primario para 8-
OHdG, y se incubd durante 1 hora a 37°C. Tras el periodo de incubacién, se
realizaron tres lavados con la solucion de lavado (PBS). A continuacion, se
anadi6 100 ul de la solucién de anticuerpo secundario (anti-lgG de ratén
conjugado con peroxidasa) a cada pocillo y se incub6 durante 1 hora a 37°C.
Tras la incubacion, se realizaron varios lavados, se afiadié 100 pl por pocillo de
la solucion del sustrato (3,3',5,5'-Tetrametilbencidina) y se incubd durante 15
minutos a temperatura ambiente en oscuridad. Pasado el tiempo de incubacién,
la reaccion se finaliz6 mediante la adicién de 100 pl por pocillo de una solucién
1M de acido fosforico, y se midid la absorbancia a 450 nm usando un lector de
placas (Multiskan Ascent Reader, Thermo Fisher Scientific). La cantidad de 8-
OHdG presente en cada muestra se obtuvo mediante la extrapolacién de la
absorbancia en una curva estandar de 8-OHdG preparada de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. En cada estadio se analizaron tres retinas de
distintos animales por triplicado.

3.12. Analisis de la muerte celular
3.12.1. Determinacion de la muerte celular mediante citometria de flujo

El porcentaje de muerte celular tras la induccion de estrés oxidativo se
cuantificé por citometria de flujo mediante la deteccién de anexina-V, proteina
que se une al fosfolipido fosfatidilserina expuesto en la cara externa de la
membrana durante los procesos de apoptosis, y por la internalizacién del
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compuesto IP y su unién al ADN. Para la evaluaciéon de la muerte celular en
explantes de retina P12, tras la exposicién con H>O, y su posterior incubacion
en medio fresco durante 24 horas, los explantes se disgregaron en 1ml de
tampdn de anexina-V diluido 1/10 en PBS (Annexin V Binging Buffer,
Immunostep, ref. ANXVKF-100T) mediante un homogeneizador Dounce de
émbolo no esmerilado y se pasaron repetidas veces a través de una jeringa
con aguja de 0.33 mm x 1.27 mm (Micro-Fine 29 Gauge, Becton-Dickinson).
Seguidamente, se anadid 10 ul de Anexina-V-APC (BD Pharmingen™, ref.
550474) y 10 pl de una solucién 1Tmg/ml de IP (Sigma, ref. P4170) a la
suspensiéon celular, y se incubd 15 minutos a temperatura ambiente en
oscuridad. La cuantificacién del porcentaje de células apoptéticas (Anexina-V
positivas), células necréticas (IP positivas) y células con apoptosis secundaria
(Anexina-V e IP positivas), se llevo a cabo en un citdmetro de flujo FACS Canto
I, utilizando el software FACSDiva (BD Biosciences) para la adquisicion y
andlisis de los datos, en la Unidad de Citometria de Flujo del CIC de la
Universidad de Granada.

La evaluacién de la muerte celular en cultivos celulares se realizd
también por citometria de flujo mediante la cuantificacion de Anexina-V e IP. La
linea celular hepatica WRL68 fue cultivada a una densidad inicial de 250000
células/pocillo en placas de 6 pocillos. Tras el tratamiento con H>O, y su
posterior incubacién en medio fresco durante 24 horas, se recogieron los
medios, se tripsinizaron las células y se transfirieron a tubos Eppendorf. A
continuacién, se centrifugaron a 800g durante 10 minutos a 4°C y se lavaron
con PBS frio. Una vez retirado el sobrenadante, se adicion6 500 pl de tampén
union de anexina-V diluido 1/10 en PBS (Annexin V Binging Buffer,
Immunostep, ref. ANXVKF-100T). Posteriormente, se adicion6 5 pl de anexina-
V-FITC (Immunostep, ref. ANXVKF-100T) y 5 pl de IP (Immunostep, ref.
ANXVKF-100T) a todas las muestras y se procedié a incubar durante 15
minutos a temperatura ambiente. Transcurrida la incubacion, se midié la
fluorescencia obtenida en un citometro de flujo Becton Dickinson FACSAria I
junto con el software de adquisicién y anadlisis FACSDiva, en la Unidad de

Citometria de Flujo del CIC de la Universidad de Granada.
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Antes de efectuar las medidas correspondientes, se realizé una
estandarizacion de la intensidad de fluorescencia de las sondas. Para ello, se
usaron tres muestras estandar: un blanco que corresponde con células sin
tratar y sin marcar con las sondas; un control positivo para anexina-V que
corresponde con células tratadas con estaurosporina (STS, 6 uM para los
cultivos celulares y 1 ug/ml para los explantes de retina) tefidas Unicamente
con anexina-V, y un control positivo para IP que corresponde con células o
explantes tratados con STS y tenidos Unicamente con IP.

3.12.2. Cuantificacion de los niveles de lactato deshidrogenasa

Para determinar si los procesos de muerte celular acontecidos en la
linea celular hepatica WRL68 correspondian con procesos de muerte celular
por necrosis se cuantificaron los niveles de enzima lactato deshidrogenasa
(LDH) en el medio de cultivo tras el tratamiento con H,O, (Chan et al., 2013)
mediante un kit comercial (Pierce™ LDH Cytotoxicity Assay Kit, Thermo
Scientific, ref. 88953). El kit se basaba en un método colorimétrico, en el cual la
enzima presente en el medio extracelular, como consecuencia de su liberacion
por danos en la membrana plasmatica, catalizaba la conversién de lactato a
piruvato mediante la generacién de NADH. Seguidamente, la enzima diaforasa
reducia una sal de tetrazolio a formazan, usando el NADH generado por la
enzima lactato deshidrogenasa. La absorbancia del formazan generado podia
cuantificarse a 490 nm y se relacionaba de forma directamente proporcional

con la cantidad de LDH liberada.

En este ensayo, las células WRL68 se cultivaron a una densidad inicial
de 12000 células/pocillo en placas de cultivo de 96 pocillos. Tras el tratamiento
con HxO2 y 24 horas de incubacién en medio de cultivo fresco, se tomaron 50
ul del medio de cultivo de cada pocillo y se transfirieron a nueva placa de 96
pocillos. A continuacién, se anadié 50 ul de la mezcla de reaccion constituida
por el sustrato disuelto (Cloruro de 5-fenil-2-[4-iodofenil]-3-[4-nitrofenil]-2H-
tetrazolio, INT) en tampo6n de ensayo. Tras la adicidn del sustrato, la placa se

incubé 30 minutos a temperatura ambiente en oscuridad. Adicionalmente, se
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usaron pocillos con medio con/sin suero y medio de células tratadas con 1% de
Tritdn X-100 como blancos y control positivo, respectivamente. Tras el periodo
de incubacion, se procedi6 a la adicién de 50 ul de la solucion de parada para
detener la reaccién colorimétrica y se procedié a la lectura de la absorbancia a
492 nm con un espectrofotometro (Multiskan Ascent Reader, Thermo Fisher
Scientific).

El porcentaje de LDH liberada se determind como:

(Abs exp-Abs spont)
(Abs max-Abs spont)

LDH liberada (%)=

Donde “Abs exp” representa la absorbancia del medio de cultivo
corregida frente al blanco de la condicion a estudiar, “Abs spont” la cantidad de
LDH basal liberada en células sin tratar (absorbancia de medio de cultivo de
células sin tratar corregida frente al blanco) y “Abs max” la cantidad maxima de
LDH liberada por células tratadas con Triton X-100 1% (absorbancia del medio

de cultivo de células tratadas con Triton X-100 1% corregida frente al blanco).

3.13. Determinacion del contenido celular de ATP

El contenido intracelular de ATP en la linea WRL68 se midié mediante
un kit de bioluminiscencia basado en la enzima luciferasa (Adenosine 5'-
triphosphate [ATP] Bioluminescent Assay Kit, Sigma, ref. FLAA). La linea
celular WRL68 se cultivd en frascos de cultivo T25 a una densidad inicial de
1000000 de células/T25. Tras el tratamiento con H>O. y 2 horas de incubacion
en medio de cultivo fresco, las células se recogieron por tripsinizacion y se
lavaron en PBS frio con centrifugaciones a 300g durante 10 minutos a 4°C. A
continuacién, el ATP intracelular se obtuvo mediante la adicion de agua
hirviendo segun el procedimiento descrito por Yang y colaboradores (Yang et
al., 2002). 400 pl de agua miliQ calentada a 100°C se anadi6 sobre cada
sedimento celular, se mezclaba mediante agitacion y se calentaba 5 min a
100°C en un bloque térmico. Seguidamente, la suspensién celular se
centrifugaba a 12000g durante 5 minutos a 4°C. 300 pl del sobrenadante, que
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contenia el ATP intracelular extraido, se us6 para la cuantificacién del ATP
mediante el ensayo de bioluminiscencia siguiendo las instrucciones del
fabricante. El precipitado proteico se mezcld en los 100 pl restantes y se usé
para la cuantificacion proteica. Previamente, en placas de 96 pocillos se
dispuso 100 pl de una dilucién 1/25 de la solucion de reaccién (ATP Assay Mix)
y se dej6 3 minutos a temperatura ambiente en oscuridad. Transcurridos los
tres minutos, se afadi6 100 pl del sobrenadante obtenido previamente vy
rapidamente se media la luminiscencia mediante un lector de placas (TRIAD
series Multi-mode Microplate reader, Dynex Technologies). La cantidad de ATP
se calculé usando una recta patrén de concentraciones crecientes de ATP
comercial, desde 1x10® mol/l hasta 1x10™'° mol/l. Se midié la cantidad de ATP

por triplicado en cada muestra, en tres ensayos independientes.

La concentracién proteica de los extractos obtenidos se determind
mediante el método colorimétrico de Bradford. Para ello, se afadié 5 ul del
extracto proteico a 200 ul de solucién de Bradford 1x (Bio-Rad, ref. 500-
0006EDU), y se procedi6 a la lectura de la densidad oéptica (D.O)
correspondiente a 595 nm mediante un espectrofotometro (Multiskan Ascent
Reader, Thermo Fisher Scientific). Para obtener las concentraciones de
proteinas, se realiz6 una recta patrén de concentraciones crecientes de
albumina, desde 0.5 hasta 10 mg/ml. Finalmente, la cantidad intracelular de

ATP se expresdé como nmol por mg de proteina total (nmol/mg).

3.14. Determinacion de la actividad de PARP-1 mediante ELISA

La determinacion de la actividad de la enzima PARP-1 se determind
mediante un ensayo colorimétrico ELISA comercial (HT Colorimetric
PARP/apoptosis assay, Trevigen, ref. 4684-096-K), siguiendo las instrucciones
del fabricante. En este ensayo ELISA se cuantifica la cantidad de polimero PAR
generado y unido a histonas adheridas en los pocillos de placas de 96 pocillos
como consecuencia de la actividad de la enzima PARP-1 presente en las
muestras objeto de ensayo. Retinas procedentes de estadios PO, P7, P14, P21
y P60 se lisaron con el tampdn de lisis indicado por el fabricante, constituido
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por tampdn de ensayo 1x I-PAR (ref. 4684-096-07), 0.4 M de NaCl, 0.9% de
Tritdn X-100 y 0.4 mM de fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF). Las retinas se
homogeneizaron mediante agitacion periddica y su incubacién a 4°C durante
30 minutos. Posteriormente, se centrifugaron a 10000g durante 10 min a 4°C
para eliminar los restos celulares. La concentracion proteica de los extractos
obtenidos se determind mediante el método colorimétrico de Bradford (descrito
en secciones anteriores). Finalmente, se ajustd la cantidad de proteina a 200
ng de proteina /25 pl de muestra y se conservaron a -80°C hasta su medicién.

Tras la hidratacién de la placa de 96 pocillos con el tampén de ensayo
1x I-PAR durante 30 minutos a temperatura ambiente, se adicionaron 25 pl de
muestra (200 ng de proteina) por pocillo y por triplicado. A continuacion, se
adicion6 25 pl de una mezcla de ensayo compuesta por tampdn de ensayo 1x
[-PAR, 2 mM de NAD" (ref. 4684-96-02) y ADN 1x (ref. 4671-096-06), y se
incubé 30 minutos a temperatura ambiente. Tras el periodo de incubacién, la
placa se lavé dos veces con PBS Triton X-100 0.1% (PBS-Tr), seguido de dos
lavados en PBS. A continuacion, se adicion6 50 pl/pocillo de anticuerpo anti-
PAR (ref. 4684-096-04) diluido 1:1000 y se incubd 30 minutos a temperatura
ambiente. Tras lavados con PBS-Tr 0.1% y PBS, se incubaron los pocillos con
50 ul del anticuerpo secundario anti-lgG de raton conjugado con peroxidasa
diluido 1:1000 (ref. 4684-096-05) durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, tras lavados con PBS-Tr 0.1% y PBS, los pocillos se incubaron
con 50 pl del sustrato colorimétrico (TACS-Sapphire™, ref. 4822-96-08)
durante 15 minutos en oscuridad a temperatura ambiente. Para la medida de la
absorbancia, la reaccion se detuvo mediante la adicién de 50 pl de una
solucion 0.2 M de HCI, y se procedi6 a la lectura de la densidad 6ptica (D.O)
correspondiente a 450 nm mediante un espectrofotometro (Multiskan Ascent
Reader, Thermo Fisher Scientific). La actividad de PARP-1 se expresé como
mUnidades/ml gracias a la extrapolacion de la absorbancia obtenida con una
curva estandar de PARP-1 de 10 a 0.1 mUnidades, preparada y cuantificada en
cada ensayo. Asimismo, como controles negativos se midié la lectura de la D.O
en pocillos sin muestra. Las muestras se midieron por triplicado y en tres

retinas independientes por cada estadio analizado.
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3.15. Analisis de la morfologia mitocondrial

El estudio de la funcidén mitocondrial se realizé mediante el andlisis de la

morfologia mitocondrial mediante dos estrategias diferentes:

3.15.1. Cuantificacion de la morfologia mitocondrial mediante el programa
MicroP

El analisis y cuantificacion de la morfologia mitocondrial se realizd
mediante el empleo de una sonda fluorescente que marca especificamente
mitocondrias, denominada mitotracker (MitoTracker® Red CMXRos, Cell
Signaling Techonology, ref. #9082), y mediante el uso del programa de analisis
de la morfologia mitocondrial, MicroP, desarrollado por Peng y colaboradores
(Peng et al., 2011). Para ello, la linea celular hepatica WRL68 se cultivd a una
densidad inicial de 150000 células/pocillo en placas de cultivo de 6 pocillos.
Tras el tratamiento con H»O,, se incubaron en medio fresco 2 y 4 horas.
Durante los ultimos 45 minutos de incubacién en medio fresco, se adiciond la
sonda mitotracker (MitoTracker® Red CMXRos, Cell Signaling Techonology, ref.
#9082) a una concentracion final de 125 nM. Concluido el tiempo de
incubacion, las células se lavaron varias veces con PBS frio y se fijaron con
una solucion fria de metanol-acetona en proporcion 1:1 durante 10 min a 4°C
en oscuridad. Finalmente, tras varios lavados con PBS, los nucleos celulares
eran contrastados mediante la tincién con Hoechst 33342 (10 mg/ml; Sigma,
ref. B2261) a una dilucion 1:1000 durante 2 minutos. Tras la tincion nuclear y
varios lavados con PBS, se montaron con el medio de montaje Fluoromount-G®
(SouthernBiotech, ref. 0100-01). Para el andlisis y cuantificaciéon de la
morfologia mitocondrial, las muestras se visualizaron mediante microscopia
laser confocal en un microscopio confocal Leica TCS-SP (Leica; Unidad de
Apoyo a la Investigacion [UNAI], Hospital Clinico San Cecilio) con un objetivo
de inmersion 63x (magnificacion 630x) y se tomaron 10 imagenes por muestra.
Las imagenes posteriormente eran procesadas mediante el programa de
analisis de la morfologia mitocondrial MicroP (Peng et al., 2011). Mediante este

software las imagenes obtenidas eran procesadas para obtener una imagen
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final donde cada elemento mitocondrial era extraido y depurado (Figura 13A).
Posteriormente, cada elemento mitocondrial se clasific6 segun su morfologia y
tamafno en seis subtipos mitocondriales diferentes: mitocondrias globulares
pequenas (del inglés small globe), globulares de mayor tamano (del inglés
swollen globe), tubulares simples (del inglés simple tube), tubulares curvadas
(del inglés twisted tube), tubulares ramificadas (del inglés branching tube) y
tubulares en forma de rosquilla (del inglés loops) (Figura 13A) (Peng et al.,
2011). Para el estudio de la morfologia mitocondrial y la presencia de
fragmentacién mitocondrial, se llevd a cabo una agrupacion de los diferentes
subtipos mitocondriales proporcionados por el programa MicroP en dos tipos
principales: mitocondrias globulares o mitocondrias tipo | y mitocondrias
tubulares o mitocondrias tipo Il. Esta clasificacién se bas6 en la clasificacion
propuesta por Li y colaboradores (2015a) con algunas modificaciones. En el
tipo | se engloban las mitocondrias con morfologia globular y en el tipo Il todas
las mitocondrias con morfologia tubular (simple, curvada, ramificada y en forma
de rosquilla) (Figura 13B). Se obtenia el porcentaje de cada tipo mediante su
relativizacién al numero total de mitocondrias analizadas en cada condicion. Se
analizé un minimo de 7000 mitocondrias por condicion en diferentes ensayos

independientes.

Asimismo, el programa de andlisis proporcionaba el area, la longitud del
eje mayor (altura, L-axis) y el eje menor (anchura, S-axis) de cada mitocondria
clasificada, lo que se usd para representar el area mitocondrial promedio y el
indice de elongacion de cada condicion por experimento. El indice de
elongacion se calculé como el cociente entre el eje mayor y el eje menor; de tal
forma, que las mitocondrias tubulares presentarian indices de elongacion
mayores de 1, mientras que las mitocondrias con morfologia globular

presentarian indices de elongacién mas cercanos o iguales a 1.
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A) Clasificacion de la morfologia mitocondrial con el programa MicroP

_>

MicroP

_>

MicroP

Imagen original Imagen final Clasificacion

B) Tipos de morfologia mitocondrial

Mitocondrias tipo | o globulares

Figura 13. Procedimiento para el analisis de la morfologia mitocondrial mediante MicroP.
A) Etapas en el procesamiento de imagenes realizadas por el programa MicroP (Peng et al.,
2011). Las imagenes obtenidas mediante microscopia laser confocal se introducian en el
programa de analisis MicroP. Este programa mediante una serie de algoritmos procesaba la
imagen, hasta obtener una imagen final donde cada elemento mitocondrial era extraido y
depurado. Finalmente, el programa llevé a cabo la clasificacién de cada elemento depurado
segun su morfologia y tamafo, obteniéndose seis subtipos mitocondriales diferentes:
mitocondrias globulares pequefias (indicadas de color azul), globulares de mayor tamafo (de
color amarillo), tubulares simples (de color verde), tubulares curvadas (de color naranja),
tubulares ramificadas (de color morado) y tubulares en forma de rosquilla (de color rojo). B)
Reorganizacién de los subtipos mitocondriales proporcionados por el programa MicroP en dos
tipos principales: mitocondrias tipo Il o tubulares y mitocondrias tipo | o globulares (barra de

escala: 10 um).

3.15.2. Analisis de la ultraestructura mitocondrial mediante microscopia

electronica de transmision

El estudio de la ultraestructura mitocondrial se llevd cabo mediante
microscopia electrénica de transmision (MET). La preparacion de las muestras
fue realizada por el Servicio de Preparacion de Muestras del CIC de la
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Universidad de Granada. La linea celular WRL68 se cultivd a una densidad
celular inicial de 250000 células/pocillo en placas de cultivo de 6 pocillos. Tras
el tratamiento con H>O e incubacién posterior de 2 horas en medio fresco, las
células se lavaron en PBS frio y se fijaron durante 2 horas a 4°C en una
solucion de glutaraldehido 2% en tampdn cacodilato 0.05 M (pH 7.4)
suplementado con 2 mM de MgCl, y 0.03 ¢g/L de sacarosa. Posteriormente, las
muestras se post-fijaron en tetradxido de osmio 1% durante 1 hora, se
deshidrataron mediante pases sucesivos en concentraciones crecientes de
etanol y se incluyeron en resina epoxi. Secciones ultrafinas (50-70 nm de
grosor) fueron montadas en rejillas de cobre y visualizadas mediante un
microscopio electrénico de transmision Zeiss Libra 120 EDX (Zeiss) en el CIC
de la Universidad de Granada.

3.16. Inmunodeteccion de proteinas por Western Blot

Para la obtencién de extractos proteicos de retinas completas, 2 retinas
aisladas (Figura 12) de cada estadio se lisaron en 25 pl de tampdn de lisis (0.1
mM de EDTA, 50 mM de Tris HCI a pH 8, 12.5 mM de B-mercaptoetanol, 0.5%
de Tritédn X-100) para los estadios PO, P3 y P7 0 en 50 ul de tampdn de lisis
para los estadios P10, P12, P14, P21, P28 y P60 suplementado con inhibidores
de proteasas (Roche, ref. 14696300). Las muestras se mantuvieron durante 45
minutos en hielo con agitacion cada 5 minutos. Transcurrido este tiempo se
centrifugaron a 16000g durante 15 minutos a 4°C. El sobrenadante obtenido,
que correspondia a la fraccidon proteica, se reservd para la cuantificacion
proteica y la inmunodeteccion de proteinas. La extraccién proteica de explantes
se realizé mediante el mismo procedimiento, cambiando Unicamente el tampén
de lisis. Dos explantes de retina por condicién se lisaron en 50 pl de tampbn de
lisis RIPA (50 mM de Tris-HCl a pH 8, 150 mM de NaCl, 1 mM de EDTA, 1% de
NP-40, 0.5% de deoxicolato soédico, 0.1% de SDS) suplementado con una
solucion de inhibidores de proteasas comercial diluida 1/100 (Roche, ref.
14696300; Sigma, ref. P8340), 1 mM de PMSF (Sigma, ref. 93482) y con
inhibidores de fosfatasas (1mM de NaF y 1 mM de NazVO,).
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La extraccion de proteinas en cultivos celulares (661W y WRL6E8) se
realizo tras el tratamiento con H>O» y su posterior incubacion en medio fresco,
tras varios lavados con PBS frio suplementado con 1 mM de NaF, y su
posterior raspado en tampén de lisis RIPA suplementado con inhibidores de
proteasas y fosfatasas tal y como se ha indicado anteriormente. La linea celular
retiniana 661W se cultivd a una densidad inicial de 1 millon de células/placa en
placas de cultivo de 10 cm de diametro. En el caso de la linea celular hepatica
WRL68 se llevo cabo la lisis de los cultivos celulares provenientes del
silenciamiento de PARP-1 mediante siRNA en placas de 6 pocillos indicado en

secciones anteriores.

La concentracién proteica de los extractos obtenidos se determiné
mediante el método colorimétrico de Bradford. Para ello, se anadié 1 pl del
extracto proteico a 200 pl de solucién de Bradford 1x (Bio-Rad, ref. 500-
0006EDU) y se procedié a la lectura de la densidad optica (D.O)
correspondiente a 595 nm mediante un espectrofotdmetro (Multiskan Ascent
Reader, Thermo Fisher Scientific). Para obtener las concentraciones de
proteinas, se realiz6 una recta patrédn de concentraciones crecientes de
albumina, desde 0,5 hasta 10 mg/ml. Por tanto, la concentracién de proteinas
de cada muestra era referida a las concentraciones proporcionadas por la recta
patrén. La concentracion proteica de los extractos de la linea celular WRL68
obtenidos se determiné mediante el método colorimétrico basado en acido
bicinconinico (BCA, ThermoFisher, ref 23225). Para ello, se afadié 2 ul del
extracto proteico a 200 ul de solucion de BCA y se procedio6 a la lectura de la
densidad 6ptica (D.O) correspondiente a 562 nm mediante un
espectrofotometro (Microplate Readers FLUOstar® Omega, BMG LABTECH).
Para obtener las concentraciones de proteinas, se realiz6 una recta patrén de

cantidades crecientes de albumina, desde 0,25 hasta 10 ug.

Tras la cuantificacion de los extractos proteicos de retinas completas,
explantes de retina o de la linea celular 661W, se dispuso de misma cantidad
de proteina (30-40 ug), a la cual se le afiadia 5 ul de tampén de carga 6x (0.25
M de Tris-Cl pH 6.8, B-mercaptoetanol 8%, SDS 8%, y bromofenol 0.4%) y

tampdn de lisis hasta completar un volumen final de 30 pl. Posteriormente, se
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calentaron las muestras durante 10 minutos a 96°C en un bloque térmico y se
centrifugaron a 16000g durante 5 segundos. Tras esto, las proteinas se
separaron en un gel de SDS-poliacrilamida al 10% o 7.5% a un voltaje de 120
V durante una hora. Las proteinas del gel se transfirieron a una membrana de
Difluoruro de polivinilo (PVDF, Inmuno-Blof® PVDF membrane, Bio-Rad, ref.
162-0177) mediante la técnica de transferencia semiseca utilizando el sistema
de transferencia Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell o mediante el sistema
de transferencia Trans-Blof® Turbo™ Transfer System (Bio-Rad). Las
condiciones de transferencia fueron 50 mA de intensidad durante 50 minutos
para el caso del Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell, y 25V durante 30
minutos para el Trans-Blot® Turbo™ Transfer System.

En el caso de las muestras de la linea celular hepatica WRL68, se
dispuso de la misma cantidad de proteina (30 ug), a la cual se le afadia 7.5 pl
de tampdn de carga 4x (Invitrogen™ Novex™ NuPAGE™ LDS Sample Buffer
(4X), Invitrogen, ref. NP0008), ditiotreitol (DTT) a una concentracién final de 30
mM y tampén de lisis hasta completar un volumen final de 30 pl.
Posteriormente, se calentaron las muestras durante 10 minutos a 96°C en un
bloque térmico y se centrifugaron a 16000g durante 5 segundos. Tras esto, las
proteinas se separaron en un gel de poliacrilamida Bis-Tris con un rango de
acrilamida 4-12% (NuPAGE™ 4-12% Bis-Tris Midi Protein Gels, 20-well,
Invitrogen, ref. WG1402BOX) a un voltaje de 120 V durante dos horas. Las
proteinas del gel se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (iBlot™
Transfer Stack, Invitrogen, ref. IB301001) mediante la técnica de transferencia
semiseca utilizando el sistema de transferencia iBlot® Dry Blotting System

(Invitrogen). Las condiciones de transferencia fueron de 13 minutos a 23V.

Las membranas de PVDF o de nitrocelulosa se bloquearon con una
solucion de 10% de leche sin grasa en polvo en tampén Tris salino (TBS) con
Tween 20 0.1% (TBS-T) durante 30 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, se lavd la membrana con TBS-T y se procedié a incubar la
membrana con el anticuerpo primario correspondiente (Tabla I, Anexo Ill) en
TBS-T con un 5% de leche sin grasa en polvo (TBS-T-L) durante toda la noche

a 4°C. Posteriormente, y tras lavar la membrana varias veces con TBS-T, se
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incubé con el anticuerpo secundario adecuado conjugado con peroxidasa
diluido en TBS-T-L (Tabla |, Anexo Ill) durante dos horas a temperatura a
ambiente. La cantidad de proteinas se normalizé incubando la membrana con
el anticuerpo primario anti-B-tubulina Ill o anti-B-Actina (Tabla I, Anexo Ill)
diluido en TBS-T-L durante toda la noche a 4°C. Los anticuerpos primarios y
secundarios, asi como la dilucién empleada y su referencia se muestran en la
Tabla | (Anexo lll). Finalmente, y tras tres lavados con TBS-T, se revel6 la
membrana con el reactivo de revelado quimioluminiscente (Millipore, ref.
WBKLS0500; ThermoFisher ref. #34080), utilizando el sistema de adquisicion
de imagenes (ChemiDOC-it, UVP; Amersham Imager 600RGB Chemidoc, GE

Healthcare Life Sciences).

La cuantificacion de la senal obtenida para los ensayos en retinas
postnatales se realiz6 mediante el programa de analisis de imagen ChemiDOC-
it (UVP). La cuantificacién de la sefnal obtenida para los ensayos en explantes
de retina y en la linea celular 661W se realizé6 mediante el programa de analisis
de imagen Imaged. La senal obtenida se normalizé con respecto a los niveles

de B-actina o B-tubulina.

3.17. Obtencion de criosecciones

Los ojos completos procedentes de ratones P7 y P14 se fijaron en fijador
PLP (paraformaldehido 2%, 0.055 M de lisina y 0.01M de metaperyodato
sédico en tampon fosfato 0.1M) (Yamato et al., 1984) durante 6 horas a 4°C.
Posteriormente, se lavaron a temperatura ambiente con PBS-Tr 0.1%. A
continuacién, se crioprotegieron con una soluciéon de sacarosa 20% en PBS-Tr
0.1% durante 24 horas a 4°C. Tras la crioproteccion los ojos fueron embebidos
en Tissue-Tek® O.C.T. Compound (Sakura Finetek, ref. 4583) y se congelaron
en isopentano enfriado con nitrdgeno liquido. Los ojos congelados se

mantuvieron congelados a -40°C hasta la obtencién de las secciones.

Para la obtencion de criosecciones de explantes de retina P12, los
explantes se fijaron en PLP durante 1 hora a 4°C. Posteriormente, se lavaron a
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temperatura ambiente con PBS-Tr 0.1%, y se crioprotegieron con una solucion
de sacarosa 20% en PBS-Tr 0.1% durante 24 horas a 4°C. Tras la
crioproteccion, los explantes fueron embebidos en solucién de gelatina 10%
con sacarosa 10% en PBS. Se dejaba gelificar en frio y posteriormente, los
bloques de gelatina se congelaban con isopentano congelado a -80°C. Los
bloques congelados se mantuvieron a -80°C hasta la obtencién de las

secciones.

Las secciones de ojos completos y de explanes de retina se realizaron
con 20 um de espesor en un criostato Leica CM1850 (Leica), se extendieron
sobre portaobjetos Superfrost® Plus (Thermo Scientific, ref. JIS0O0AMNZ), se

secaban al aire y se conservaron a -20°C.

3.18. Obtencion de secciones semifinas

La obtencién de secciones semifinas y su tincién fue elaborado por el
Servicio de Preparacion de Muestras del CIC de la Universidad de Granada.
Para la obtencion de secciones semifinas de explantes de retina P12, los
explantes se fijaron en una solucion de glutaraldehido 2% en tampo6n cacodilato
0.05 M (pH 7.4) suplementado con 2 mM de MgCl, y 0.03 g/L de sacarosa.
Posteriormente, las muestras se post-fijaron en tetraéxido de osmio 1% durante
1 hora, se deshidrataron mediante pases sucesivos en concentraciones
crecientes de etanol y se incluyeron en resina epoxi. Secciones semifinas (0.5
um de grosor) fueron posteriormente tefiidas con una solucion acuosa de azul
de toluidina 1% y bérax, y se visualizaron mediante un microscopio Zeiss
Axiophot (Zeiss) con el objetivo de 40x (magnificacién 400x).

3.19. Inmunocitoquimica en criosecciones

Las criosecciones de ojos completos o de explantes de retina se dejaban
a temperatura ambiente durante 10 minutos y posteriormente, se hidrataban
con PBS durante 10 minutos. A continuacién, las secciones se permeabilizaban
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con PBS-Tr 0.1% (para criosecciones de ojos completos) o 0.2% (para
criosecciones de explantes de retina) durante 10 minutos en agitaciéon. Tras la
permeabilizacién, las secciones se lavaban 3 veces en PBS con Tween 20
0.1% (PBS-T). Tras los lavados, se procedia al bloqueo de los sitios
inespecificos mediante la incubacién de las secciones con suero de cabra
(NGS, del inglés Normal Goat Serum, Sigma, ref. G9023) al 10% en PBS-T
durante 1 hora a temperatura ambiente. A continuacion, se procedia a la
incubacién con el anticuerpo primario frente a la histona H2AX en su forma
fosforilada (y-H2AX, Novus Biologicals, ref. NB100-79967) a una dilucién 1:200
durante toda la noche a 4°C en una solucién de PBS-T con suero NGS 5%
(PBS-T-NGS). Tras la incubacion con el anticuerpo primario, se realizaban tres
lavados en PBS-T en agitacion y se procedia a la incubacién con el anticuerpo
secundario correspondiente una dilucion 1:1000 (1:800 para las criosecciones
de explantes de retina) en PBS-T-NGS durante dos horas a temperatura
ambiente en oscuridad (Alexa fluor 488-conjugated goat anti-rabbit IgG, Life
Technologies, ref. A11008, o Alexa fluor 594-conjugated goat anti-rabbit IgG,
Life Technologies, ref. A11012). A continuacion, se procedié a lavar las
secciones con PBS-T tres veces, seguido de tres lavados en PBS. Finalmente,
los nucleos celulares eran contrastados mediante la tincién de las secciones
con Hoechst 33342 (10 mg/ml; Sigma, ref. B2261) o con DAPI (1mg/ml; Sigma,
ref. D9542) a una dilucién 1:1000 durante 2 y 5 minutos, respectivamente. Tras
la tincién nuclear se lavaron con PBS y se montaron con el medio de montaje
(Fluoromount-G®, SouthernBiotech, ref. 0100-01; FluorSave™ Reagent,
Calbiochem, ref: 345789). Secciones sin marcaje con el anticuerpo primario
fueron usadas como controles negativos. Finalmente, se conservaron a 4°C

hasta su visualizacién.

Las secciones fueron visualizadas mediante microscopia laser confocal
con un microscopio TCS-SP5 (Leica) o A1R (Nikon GmbH) en el servicio de
microscopia del centro CIC de la UGR. Las imagenes sufrieron ajustes de brillo
y contraste mediante el programa Adobe Photoshop. En explantes de retina
sometidos a estrés oxidativo se llevo a cabo el recuento de células positivas

para el inmunomarcaje de y-H2AX en la capa nuclear externa (CNE). Se
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cuantificé el numero de células positivas en tres campos por seccion (tres
secciones por explante de retina y tres explantes de retina por condicion),
usando un microscopio de epifluorescencia Zeiss Axiophot (Zeiss) con un
objetivo 63x (magnificacion 630x). Los resultados se expresaron como el
namero de células positivas para y-H2AX por seccion.

3.20. Inmunohistoquimica TUNEL

La presencia de muerte celular en las secciones de retina era puesta de
manifiesto mediante la técnica TUNEL (del inglés Terminal deoxynucleotidy!
transferase dUTP Nick End Labeling) (Gavrieli et al., 1992). Esta técnica utiliza
una transferasa terminal (TdT) que incorpora nucleétidos marcados con biotina
en los extremos 3’ OH libres de las cadenas de ADN fragmentadas como
consecuencia de los procesos de muerte celular. Las secciones de retina eran
incubadas durante 1 hora a 37°C en una solucion de reaccién compuesta por
10 unidades/ml de enzima TdT (Promega, ref. M828C), 0.2 nmol/l del
nucleétido biotina-16-dUTP (Roche, ref. 109307910) en tampon TdT (Promega,
ref. M189A) a pH 6.8. Tras lavar con PBS, las criosecciones se incubaron con
estreptavidina conjugada con el fluorocromo Alexa Fluor 488 (Molecular
Probes, ref. S11223). Tras varios lavados con PBS, algunas secciones se
contrastaron con Hoechst 33342 (10 mg/ml; Sigma, ref. B2261) a una dilucién
1:1000 durante 2 minutos y se montaron con el medio de montaje Fluoromount-
G® (SouthernBiotech, ref. 0100-01). Finalmente, se conservaron a 4°C hasta su
visualizacion. En otras secciones se procedié a realizar la inmunocitoquimica

para la histona y-H2AX tal y como se ha descrito en la seccién anterior.

Las células positivas para el marcaje con TUNEL pertenecientes a cinco
campos se cuantificaron en todas las secciones procesadas (tres retinas por
edad y tres secciones por retina) usando un microscopio de epifluorescencia
Zeiss Axiophot (Zeiss) con un objetivo 40x (magnificacién 400x). Los resultados
se expresaron como el porcentaje de células positivas para TUNEL con o sin
sefal positiva para y-H2AX. Algunas secciones fueron visualizadas mediante
microscopia laser confocal con un microscopio TCS-SP5 (Leica) o A1R (Nikon
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GmbH) en el servicio de microscopia del centro CIC de la UGR. Finalmente, las
imagenes sufrieron ajustes de brillo y contraste mediante el software Adobe

Photoshop.

En criosecciones de explantes de retina P12 se llevé a cabo el marcaje
con TUNEL tal y como se ha descrito anteriormente, en combinaciéon con el
inmunomarcaje para la deteccion de caspasa 3 activa. Tras el marcaje con
TUNEL, se procedia al blogueo de los sitios inespecificos mediante la
incubacion de las secciones NGS (Sigma, ref. G9023) al 10% en PBS-T
durante 1 hora a temperatura ambiente. A continuacion, se procedia a la
incubacion con el anticuerpo primario frente a caspasa 3 activa (RnDSystems,
ref. AF835) a una dilucién 1:50 durante toda la noche a 4°C en una solucion de
PBS-T con suero NGS 5% (PBS-T-NGS). Tras la incubacién con el anticuerpo
primario, se realizaban tres lavados en PBS-T en agitaciéon y se procedia a la
incubacion con el anticuerpo secundario (Alexa fluor 594-conjugated goat anti-
rabbit IgG, Life Technologies, ref. A11012) a una dilucion 1:800 en PBS-T-NGS
durante dos horas a temperatura ambiente en oscuridad. A continuacion, se
procedid a lavar las secciones con PBS-T tres veces, seguido de tres lavados
en PBS. Finalmente, los nucleos celulares eran contrastados mediante la
tincion de las secciones con DAPI (1 mg/ml; Sigma, ref. D9542) a una dilucién
1:1000 durante 5 minutos. Tras la tincién nuclear se lavaron con PBS y se
montaron con el medio de montaje (Fluoromount-G®, SouthernBiotech, ref.
0100-01; FluorSave™ Reagent, Calbiochem, ref: 345789). Secciones sin
marcaje con TUNEL y el anticuerpo primario fueron usadas como controles
negativos. Las secciones fueron visualizadas mediante microscopia laser
confocal con un microscopio TCS-SP5 (Leica) en el servicio de microscopia del
centro CIC de la UGR con un objetivo 63x (magnificacion 630x) y los nacleos
TUNEL positivos se cuantificaron en tres campos diferentes por seccion (tres
secciones por explante de retina y tres explantes por condicién). Los resultados
se expresaron como el numero de células positivas para y-H2AX por seccion.
Finalmente, las imagenes sufrieron ajustes de brillo y contraste mediante el

software Adobe Photoshop.
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3.21. Inmunocitoquimica de cultivos celulares

La actividad de PARP-1 en cultivos celulares se analizé mediante la
deteccion por inmunocitoquimica del polimero PAR. Para ello, se sembraron
80000 células de las lineas celulares 661W y WRL68 sobre cubreobjetos
depositados en placas de 6 pocillos y se mantuvieron 24 horas a 37°C en una
atmdsfera saturada de humedad y 5% de CO.. Posteriormente, se llevd a cabo
el tratamiento de las células con HO, y la incubacion posterior en medio
fresco. Tras varios lavados en PBS frio, las células se fijaron en una mezcla de
metanol-acetona en relacién 1:1 durante 10 minutos a 4°C y se lavaron con
PBS-T. Seguidamente, se incubaron las muestras con el anticuerpo primario
anti-PAR (Enzo Life Technologies, ref. ALX-804-220-R100) a una dilucion
1:400 durante toda la noche a 4°C en PBS-T-NGS. Tras la incubacion con el
anticuerpo primario, se lavaron con PBS-T y se incubaron con el anticuerpo
secundario anti-lgG de ratén conjugado con Alexa Fluor 488 (Alexa fluor 488-
conjugated goat anti-mouse IgG, Life Technologies, ref. A11001) durante dos
horas en oscuridad a temperatura ambiente. Finalmente, los nlcleos celulares
eran contrastados con Hoechst 33342 (10 mg/ml; Sigma, ref. B2261) a una
dilucién 1:1000 durante 2 minutos. Tras la tincion nuclear se lavaron con PBS y
se montaron con el medio de montaje Fluoromount-G® (SouthernBiotech, ref.
0100-01). Secciones sin marcaje con el anticuerpo primario fueron usadas
como controles negativos. Finalmente, se conservaron a 4°C hasta su

visualizacion.

La inmunocitoquimica anti-PAR se visualizé mediante un microscopio de
epifluorescencia Zeiss Axiophot (Zeiss) mediante el objetivo de inmersién 40x
(magnificacion 400x). A continuacién, se realizé un recuento de células con
nacleos positivos para PAR, cuantificandose 200 células por condicién
experimental, obteniéndose un promedio de células PAR positivas. Esto se
realiz6 en tres experimentos independientes. Las imagenes sufrieron ajustes de

brillo y contraste mediante el programa Adobe Photoshop.
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3.22. Analisis cuantitativo del fosfoproteoma celular

El procesamiento de las muestras y parte del analisis bioinformatico se
realiz6 durante las estancias de investigacién predoctorales en el Barts Cancer
Institute (Queen Mary University of London, Londres). Los procolos empleados
que se detallan a continuacion han sido previamente descritos por el Dr.
Cutillas y colaboradores (Casado et al., 2013; Casado et al., 2018).

3.22.1. Extraccion y digestién proteica

La linea celular retiniana, 661W, y hepatica, WRL6E8, fueron cultivadas
en discos de cultivo de 150 cm? de superficie a una densidad inicial de 7,5
millones de células por disco. Tras el tratamiento con H>O. y su posterior
incubacion en medio fresco, se retir6 el medio y las células se lavaron dos
veces con tampén fosfato salino (DPBS, Gibco, ref. 14190-094) frio
suplementado con inhibidores de fosfatasas (1 mM de NazgVO4 y 1 mM de NaF).
Se elimind los restos de DPBS, se anadié 750 pul de una solucion fria 8M Urea
en tampon HEPES pH 8.0 suplementado con inhibidores de fosfatasas (1 mM
de NasVO4, 1 mM de NaF, 1 mM de B-glicerol-fosfato y 2.5 mM de NasP>0O7)
(tampon de lisis) y se rasparon las células, todo ello en frio. Se recogié el
raspado y se transfirid a tubos de baja unién a proteinas de 2 ml (LB, Protein
LoBind Tubes, Eppendorf). Las muestras se homogeneizaron mediante 30
ciclos de sonicacion a maxima intensidad a 4°C (30 segundos encendido y 30
segundos en reposo por ciclo) en un sonicador (Bioruptor® Pico, Diogenode), y
se centrifugaron a 16000g durante 10 minutos a 4°C. Los sobrenandantes se
transfirieron a nuevos tubos LB, se congelaron durante 15 minutos en hielo
seco y se conservaron a -80°C hasta la cuantificacion proteica y procesamiento
de las muestras. Este procedimiento se repitié hasta tener un total de 4

ensayos independientes.

En los ensayos de silenciamiento de la expresion de PARP-1 realizados
en placas de 6 pocillos, tras el tratamiento con H.O,, y posterior incubacién en
medio fresco, se llevé a cabo la lisis celular con 100 pl del tampdn de lisis
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mediante raspado de las células en frio tras dos lavados en DPBS frio
suplementado con inhibidores de fosfatasas, tal y como se ha indicado
anteriormente. Las muestras se homogeneizaron en un sonicador (Bioruptor®
Pico, Diogenode) mediante 30 ciclos de sonicacion a maxima intensidad a 4°C
(30 segundos ON y 30 segundos OFF por ciclo), y se centrifugaron a 16000g
durante 10 minutos a 4°C. Los sobrenandantes se transfirieron a nuevos tubos

LB, procediendo a la cuantificacion proteica.

La concentracién proteica de los extractos obtenidos se determind
mediante el método colorimétrico basado en acido bicinconinico (BCA,
ThermoFisher, ref. 23225). Para ello, se afadié 2 pul del extracto proteico a 200
Ul de solucion de BCA y se procedié a la lectura de la densidad éptica (D.O)
correspondiente a 562 nm mediante un espectrofotometro (Microplate Readers
FLUOstar® Omega, BMG LABTECH). Para obtener las concentraciones de
proteinas, se realizd una recta patrén de cantidades crecientes de albumina,
desde 0,25 hasta 10 ug.

Una vez determinada la concentracién proteica se continué con el
procesamiento de las muestras para su analisis por espectrometria de masas.
Para los extractos proteicos de la linea celular WRL68 y 661W, se tomaron 500
ug de proteina y se completd con tampédn de lisis para tener el mismo volumen
final en todas las muestras. A continuacion, se realiz6 una etapa de reduccion
de los residuos de cisteina con 10 mM de DTT durante 1 hora a 25°C en
agitacion y oscuridad en un agitador con control de temperatura (Thermo
Shaker, Hangzhou Allsheng Instruments Ltd.). Tras la etapa de reduccion, se
realizd6 una etapa de alquilacién de los residuos de cisteina mediante la
incubacion de las muestras con 16.6 mM de lodoacetamida (IAM) durante 30
minutos a 25°C en agitacion y oscuridad. Finalmente, se procedio a la digestién
proteica mediante el empleo de tripsina unida a perlas de agarosa (TLCK-
trypsin, Thermo-Fisher Scientific, ref. #20230)). Previamente a la adicion de la
tripsina, las muestras se diluyeron con 20 mM de HEPES pH 8.0 hasta alcanzar
una concentracion final de 2 M de Urea. Asimismo, las perlas de tripsina se
lavaron tres veces con 20 mM HEPES pH 8.0 mediante centrifugaciones

sucesivas a 2000g durante 5 minutos a 4°C. Las muestras previamente diluidas
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con HEPES se incubaron con 100 pl de perlas de tripsina toda la noche a 37°C
en agitacion y oscuridad.

En los ensayos de silenciamiento de la expresion de PARP-1, se
tomaron 80 pg de proteina de cada condicién y se llevd a cabo el mismo
procedimiento de reduccién, alquilacion y digestidén descrito.

3.22.2. Enriquecimiento de fosfopéptidos mediante TiO,

Tras la digestién proteica de las muestras, se procedioé a enriquecer los
fosfopéptidos presentes en las muestras. Para ello, primero fue necesaria la
eliminacion de las perlas de tripsina de las muestras mediante su centrifugacion
a 2000g 5 minutos a 4°C. A continuacién, se llevd a cabo una etapa de
eliminacion de sales que pudieran interferir con la etapa de enriquecimiento
mediante un sistema de extraccion en fase sélida (SPE). Para ello se usaron
cartuchos OASIS-HLB de 10 mg (QOasis® HLB 1cc (10 mg) Extraction
Cartridges, Waters, ref. 186000383) que fueron colocados en un colector de
vacio con una presiébn de 5 mmHg. Los cartuchos se activaron mediante el
paso de 1 ml de acetonitrilo 100% (ACN), se equilibraron con 1 mly 0.5 ml de
la solucion de lavado compuesta por 1% de ACN y 0.1% de 4&cido
trifluoroacético (TFA) (solucion de lavado A). A continuacion, se cargaron las
muestras en los cartuchos utilizando un flujo lento en el colector de vacio. Tras
el cargado de las muestras, se lavaron los cartuchos con 1 ml de la solucién de
lavado A y se purgaron los cartuchos en su totalidad. Tras esto, se produjo la
eluciéon de las muestras con 500 pl de la solucion de elucién compuesta por 1
M de acido glicolico, 50% de ACN y 5% de TFA (solucion de elucion A).

Tras la etapa de eliminacion de sales, se procedid a la etapa de
enriguecimiento de fosfopéptidos basada en TiO,. El TiO, posee una alta
afinidad por los grupos fosfato presente en los péptidos fosforilados, quedando
estos adheridos al TiO, (Thingholm y Larsen, 2016). Se ajustaron todos los
volimenes de las muestras al mismo volumen mediante la adicion de una

solucién acida compuesta por 1 M de acido glicélico, 80% de ACN y 5% de
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TFA (solucién de enriquecimiento 1). A continuacion, se afiadieron 50 pl de una
solucion de 50% de perlas de TiO; (Titansphere® TiO, 10 um, GL Sciences
Inc., ref. 5020-75010) en 1% de TFA y se incubaron 5 minutos a temperatura
ambiente mediante rotacion. Tras el periodo de incubacion, las muestras se
centrifugaron 30 segundos a 1500g. Para cada muestra, el 80% del
sobrenandante obtenido se transfirié a nuevos tubos LB y se mantuvo en hielo
hasta su uso. El 20% del sobrenadante restante se us6 para mezclar las perlas
de TiO,, que contenian los fosfopéptidos adheridos, y se dispuso en puntas de
pipeta con filtro (Top Tips with filter EMPTY 10-200 uL, Glygen, ref.
TF2EMT.96) colocadas sobre tubos de 2 ml. Estas puntas se lavaron
previamente mediante el paso de 100 pl de ACN 100%, y su posterior
centrifugacion a 1500g durante 3 minutos a temperatura ambiente. A
continuacién, se cargaron las perlas de TiO, y se empacaron mediante su
centrifugaron a 1500g durante 3 minutos a temperatura ambiente.
Seguidamente, se llevd a cabo el paso del sobrenadante reservado en hielo
mediante centrifugaciones sucesivas a 1500g durante 3 minutos.
Posteriormente, se lavaron con 100 pl de la solucion de enriquecimiento 1y se
centrifugaron a 15009 durante 3 minutos. Seguidamente, las perlas empacadas
se lavaron con 100 pl de una solucién de acetato amoénico (100 mM de acetato
aménico en 25% de ACN) y dos veces con 100 pl de una solucién de 10% de
ACN mediante centrifugaciones a 1500g durante 3 minutos. Finalmente, se
llevé a cabo la elucion de los fosfopéptidos adheridos al TiO,. Para ello, se
cambiaron los tubos Eppendorf de 2 ml donde se encontraban las puntas por
tubos LB de 2 ml, y se llevd a cabo la elucién mediante el paso de 50 pl de la
solucién de elucién compuesta por NHsOH al 5% en 10% de ACN mediante
centrifugacion a 15009 durante 3 minutos. Este paso se repitié hasta un total de
cuatro veces, obteniéndose un volumen final de 200 pl. Tras esto, para eliminar
cualquier resto de TiO,, se centrifugaron a 16000g durante 2 minutos y se
transfirieron a tubos LB nuevos. Las muestras se congelaron en hielo seco
durante 15 minutos, y se secaron toda la noche en un concentrador al vacio
rotacional (Rotational-Vacuum-Concentrator RVC 2-25, Martin Christ
Gefriertrocknungsanlagen GmbH). Tras su secado, se conservaron a -80°C
hasta su analisis por espectrometria de masas.
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Las muestras procedentes tras el silenciamiento de PARP-1, dada la
poca cantidad de proteina usada durante las etapas de digestién sufrieron un
proceso de eliminacion de sales con algunas modificaciones para reducir la
pérdida de proteina durante las etapas de lavado y elucion. El método se basé
también en un sistema de extraccién en fase sélida (SPE), pero en vez de
realizarse en cartuchos OASIS-HLB de 10 mg, se realiz6 en columnas de C18
y carbon empaquetadas en puntas (TopTip with Filter C18 + Carbon 10-200ul,
Glygen, ref. TF2MC18.96), tal y como se describe en (Arnandis et al., 2018),
con algunas modificaciones. Las puntas se situaron sobre tubos Eppendorf de
2 ml, se activaron con 200 pl de una solucion 70% ACN y 0.1% de TFA, y se
centrifugaron a 1500g durante 3 minutos. Este paso se repitié hasta un total de
dos veces. A continuacion, se lavaron dos veces con 200 pl de la solucioén de
lavado A mediante centrifugaciones a 15009 durante 3 minutos.
Posteriormente, se procedié al cargado de las muestras mediante el paso de
300 pl de muestra y su centrifugacion a 15009 durante 3 minutos. Este paso se
repitid hasta agotar el volumen de muestra. Tras el cargado de las muestras, se
lavaron dos veces con la solucién de lavado A y se eluyeron con 50 pl de la
solucion de elucién A mediante centrifugaciones a 1500g durante 3 minutos. El
paso de elucion se repitidé hasta un total de cuatro veces y se ajustaron todos
los volumenes de las muestras al mismo volumen mediante la adicion de la
solucion de enriquecimiento 1. Finalmente, se procedié al enriquecimiento con

TiO; tal y como se ha descrito previamente.

3.22.3. Analisis mediante espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS)

Las muestras se reconstituyeron en 13 pl de una mezcla de enolasas
(20 fmol/ul) en 3% de ACN y 0.1% de TFA (tampdbn de reconstitucion), se
incubaron en hielo durante 45 minutos y se centrifugaron a 16000g durante 5
minutos a 4°C para eliminar cualquier precipitado. Las muestras se inyectaron
2 veces (5 pl de muestra/duplicado técnico) en un sistema de espectrometria
de masas en tandem acoplada a cromatografia liquida (LC-MS/MS),

compuesto por un sistema de cromatografia liquida de Ultra Alta resolucion
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(UPLC) Dionex UltiMate 3000 RSLC acoplado a un espectrometro de masas
Orbitrap Q-Exactive Plus mass (Thermo Fisher Scientific) mediante un sistema
ionizacién por nanoelectrospray (Easy Spray, Thermo Fisher Scientific). El
sistema UPLC utiliz6 como fases moviles una solucion 0.1% de acido férmico
(solucién A), y una solucién 99.9% de ACN y 0.1% de acido férmico (solucién
B). Los fosfopéptidos se cargaron inicialmente en una columna de atrapamiento
(LC Acclaim™ PepMap™ 100 C18 LC 300um x 5mm, Thermo Scientific, ref.
160454) durante 3 minutos a un flujo de 12 pl/min, y fueron separados
posteriormente en una columna analitica (Easy Spray RSLC C18 2um 50 cm x
75 um, Thermo Scientific, ref. ES803). Para la separacion de los fosfopéptidos,
se utilizé un gradiente del 3 a 28% de la solucion B durante 90 minutos a un
flujo de 250 nL/min.

La MS permite la identificacién y cuantificacion de moléculas, en este
caso péptidos, basada en su relacion masa/carga (m/z) tras su ionizacion (la
MS necesita que las moléculas presenten carga eléctrica) (Griffiths et al.,
2001). En un MS/MS, tras la ionizacibn de la molécula completa (ion
molecular), la muestra pasa por un primer analizador de masa (MS1), donde se
registra la masa (m/z) de los iones moleculares. A continuacion, las moléculas
cargadas pasan de forma individual a una camara de ruptura o fragmentacién
(del inglés collision cell), donde sufren un proceso de fragmentacion por
colision con un gas inerte, generandose iones de fragmentacién. Estos iones
de fragmentacion pasan a un segundo analizador (MS2), donde se registra su
masa; al entrar los iones moleculares de forma individual en la camara de
colision y en el MS2, pueden asignarse los iones de fagmentacion generados
en el MS2 al i6n molecular que los generé y fue registrado previamente en el
andlisis de MS1 (Chace y Kalas, 2005; Griffiths et al., 2001). Finalmente, los
resultados se muestran en forma de espectro de masas. En cada ciclo de
andlisis en el espectrometro se realiz6 un barrido en el MS1 con un rango de
375-1500 m/z. Para el andlisis por el MS2, se realizd una adquisicion
dependiente de datos en la que se seleccionaron los 15 iones mas intensos
con carga (z) superior a 1 y se fragmentaron mediante el método de disociacion
de alta energia (HCD, del inglés Higher energy Collisional Dissociation). Se
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aplicé una lista de exclusion de 30 segundos para los iones previamente
fragmentados.

Para las muestras procedentes del silenciamiento de PARP-1 se ultiliz6
el mismo protocolo y sistema, pero dada la poca cantidad de proteina
procesada las muestras se reconstituyeron en 7 ul de tampén de reconstitucién
y se inyectaron una sola vez (5 pl/muestra) en el sistema LC-MS/MS, tal y

como se ha descrito previamente.

3.22.4. Identificacion y cuantificacion de fosfopéptidos

La identificacion de los iones peptidicos detectados en el sistema LC-
MS/MS se automatizé utilizando el sistema de busqueda informatico Mascot
Demon (Perkins et al., 1999). Este paquete informatico usé el sistema de
depuracion Mascot Distiller (versién 2.5.0) para la generacion de listas de picos
(del inglés peak list) en las que se detallan las masas experimentales de los
iones moleculares y de los iones de fragmetnacidbn que se generaron. A
continuacioén, el sistema de busqueda Mascot Search Engine compard las
masas experimentales recogidas en las listas de picos con las masas teédricas
recogidas en las bases de datos para asignar identificaciones peptidicas a los
iones moleculares. Las busquedas se realizaron frente a la base de datos de
proteinas Swiss-Prot Mus Musculus (uniprot_sprot_2014_08.fasta) para la linea
celular retiniana 661W, y Swiss-Prot Human (uniprot_sprot_2014_08.fasta)
para la linea celular hepatica WRL68. En ambos casos, se consideraron un
maximo de dos puntos de corte perdidos por la tripsina, una tolerancia en la
medida de las masas de +10 ppm para los analisis de MS1 (MS), y £25 mmu
para los analisis de MS2 (MS/MS). Se consider6 como modificacién fija la
carbamidometilacién de los residuos de cisteina, y como modificaciones
variables la oxidacién de la metionina, formacién de N-piroglutamina a partir de

la glutamina, y la fosforilacion en residuos de serina, treonina y tirosina.

La cuantificacion de los fosfopéptidos identificados en cada una de las
condiciones experimentales, se llevdo a cabo mediante el uso del programa
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bioinformatico Pescal (del inglés Peak Statistic Calculator) desarrollado por el
Dr. Cutillas y colaboradores (Cutillas y Vanhaesebroeck, 2007). Para la
determinacién de los valores de intensidad de senal de cada fosfopéptido,
Pescal extrae el pico cromatografico para cada ion identificado como
fosfopéptido, y calcula el area bajo la curva del pico. Pescal genera estos picos
cromatograficos utilizando unas restricciones de tiempo y masa de 2 minutos y
7 ppm respectivamente (Cutillas y Vanhaesebroeck, 2007). En aquellos
fosfopéptidos en los que no se detectd senal, se le asign6 como intensidad de
senal la décima parte de la sefial minima identificada para ese fosfopéptido a lo
largo de todas las condiciones estudiadas. A continuacion, se calcul6 para cada
replicado biolégico la media de las sefiales de intensidad obtenidas en los
correspondientes duplicados técnicos. Finalmente, la sefal de intensidad de
cada fosfopéptido para una determinada condicién, se normaliz6é con la sefal
de intensidad total de toda la muestra en esa condicion (sefial de intensidad

normalizada, NSI).

3.22.5. Analisis bioinformatico

Los valores de NSI obtenidos se compararon entre las distintas
condiciones estudiadas y la significancia se analiz6 mediante el estadistico t de
Student y mediante el andlisis de la varianza (ANOVA) complementado con
comparaciones multiples con el método de Tukey. A continuacién, se calculd el
“fold change” como el NSI promedio de los replicados biologicos, respecto al
NSI promedio de los replicados biol6gicos para la condicion sin tratar o la
correspondiente condicion de referencia, expresandose finalmente como

logaritmo en base 2.

NSI condicion experimental B )
NSI control o condicidon experimental A

"Fold change”=Log?2 (

Posteriormente, se realiz6 la representacion mediante graficos de volcan
(del inglés volcano plots), en los cuales cada fosfopéptido esta representado
por un punto, donde las coordenadas X representan su correspondiente “fold
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change”, y las coordenadas Y representan el —Log10 de su correspondiente p-
valor (p) obtenido en el estadistico t de Student.

En la linea celular retiniana 661W, se llevd a cabo un analisis del motivo
de fosforilacion mas frecuente mediante el algoritmo de calculo de frecuencias
ofrecido por la base de datos PhosphoSitePlus (http://phosphosite.org)
(Hornbeck et al., 2015). Inicialmente se seleccionaron los fosfopéptidos de
interés, se obtuvieron secuencias peptidicas de 11 aminoacidos, tomando
como aminoacido central (posicion 0) el aminoacido fosforilado, y
representando las cinco posiciones aminoacidicas anteriores y posteriores al
aminoacido central. Finalmente, el programa gener6 el motivo de fosforilacién
mediante una representacion de frecuencias de aminoacidos en las posiciones

que rodean al aminoacido central.

3.22.6. Analisis de enriquecimiento de sustratos de quinasa (KSEA)

La actividad diferencial de quinasas se estimdé mediante un algoritmo
disenado por el Dr. Cutillas y colaboradores (Casado et al., 2013), denominado
Analisis de enriquecimiento de sustratos de quinasas (KSEA, del inglés Kinase-
Substrate Enrichment Analysis). En este andlisis, se estudia la actividad de
cada quinasa en funcion del nivel relativo de fosforilacion de sus sustratos
(hiperosforilacion o desfosforilacion, si el nivel de fosforilacion es mayor o
menor que en la condicidén de referencia, respectivamente). Este algoritmo usa
como sustratos indicativos de la actividad de una quinasa, aquellos sustratos
que han sido descritos para cada quinasa, y que se encuentran recogidos en la
base de datos “PhosphoSite”. Mediante este algoritmo, se obtiene un valor de
enriguecimiento para cada quinasa que representa el grado de activaciéon de la
quinasa entre las condiciones comparadas, y que se ha calculado teniendo en
cuenta el “fold change” promedio de todos los fosfopéptidos identificados como
sustratos para una quinasa y el “fold change” promedio de todos los
fosfopéptidos indentificados en la muestra (Casado et al., 2013). Tanto los
valores de enriguecimiento obtenidos (denominado “KSEA score”) como la
significancia estadistica de dicho enriquecimiento fueron calculados utilizando
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la herramienta KSEA (Casado et al., 2013). Posteriormente, se seleccionaron
aquelllas quinasas cuyo “KSEA score” se hubiera calculado con al menos cinco

sustratos en las muestras de estudio.

En cuanto a la interpretacion de los resultados, un valor negativo de
enriguecimiento, indica un menor grado de activacion de la quinasa de interés,
debido a que sus sustratos se encuentran mayoritariamente desfosforilados en
la comparacion de estudio respecto a la comparaciéon de referencia (ejemplo
tratamiento respecto a control). Un valor positivo de enriquecimiento, indica un
mayor grado de activacién de la quinasa, debido a que los sustratos se
encuentran mayoritariamente hiperfosforilados (Casado et al., 2013).

3.22.7. Analisis de ontologia de genes

Los datos de fosfoprotedbmica obtenidos fueron sometidos a un analisis
de ontologia de genes (GO, del inglés Gene Ontology), para identificar
relaciones bioldgicas entre los fosfopéptidos diferencialmente afectados entre
varias condiciones. El analisis de GO se realiz6 tanto para la linea retiniana

661W como para la linea hepatica WRL68.

- Andlisis GO en la linea celular 661W. Para la realizacion del andlisis

GO se usaron dos herramientas bioinforméticas, el sistema online de andlisis
de GO, DAVID bioinformatics resources (version 6.8) (Huang da et al., 2009), y
la herramienta de analisis GO, ClueGO, ejecutada en la herramienta
bioinformatica Cytoscape (Bindea et al., 2009; Shannon et al., 2003). Se
analizaron aquellos fosfopéptidos cuyos cambios fueran significativos (p < 0.05)
y mayores de 1 (“fold change” = 1) en las condiciones tratadas con H>O, o con
H.O. + PJ34 respecto a la condicion sin tratar (control). Una vez obtenida las
listas de fosfopéptidos de interés, se obtuvieron los identificadores proteicos de
cada fosfopéptido (Uniprot ID), proporcionados por el sistema de busqueda
Mascot, y se usaron para el analisis de ontologia de genes con la herramienta
DAVID. Los genes correspondientes a cada proteina se agruparon
funcionalmente en ontologias pertenecientes a procesos biologicos. Para el

101



Materiales y métodos

agrupamiento, se consideraron grupos con un numero minimo de 2 genes y
como limite maximo de significancia 0.1 (p-valor [p] del contraste de hipotesis
modificado de Fisher, tal y como lo ejecuta la herramienta de GO, EASE score).
Una vez obtenidos los grupos funcionales se seleccionaron aquellos mas
representativos, y cuyo agrupamiento fuese significativo (p < 0.05).

Para un andlisis mas exhaustivo, se seleccionaron aquellos
fosfopéptidos comunes que presentaban un cambio de fold change significativo
(p < 0.05) en ambos tratamientos (H2O» versus control y H,O, + PJ34 versus
control), y se analiz6 la ontologia de genes mediante la herramienta ClueGO.
El umbral de significancia se establecié en un p < 0.05, obtenido tras realizar
un test estadistico de distribucién hiper-geométrica de dos colas mediante la
correccién por contraste multiple de Bonferroni. Se establecié un maximo vy
minimo de niveles de 3 y 8, con un minimo de 3 genes o0 un 4% de genes por
cada término analizado. Asimismo, para reducir la redundancia en los términos
de GO, se usb la fusion de términos GO y se establecié con un limite de Kappa
de 0.3. Finalmente, los términos de GO correspondientes a procesos bioldgicos
se agruparon en familias funcionales de términos de GO usando el valor de
Kappa y el grado significancia. Para el agrupamiento funcional se establecié

como tamano minimo de 1 término por familia y un 50% de combinacién por

grupo.

- Andlisis GO en la linea celular WRL68. Para la realizacién del analisis

GO se usd la herramienta bioinformatica de analisis DAVID bioinformatics
resources (Huang da et al., 2009) (versién 6.8), y se consideraron aquellos
fosfopéptidos cuyos cambios fueran significativos (p < 0.05), mayores de 1
(“fold change” = 1) y menores de -1 (“fold change” < -1) en las condiciones
tratadas con H»O; respecto a la correspondiente condicion sin tratar (control).
Una vez obtenidas las listas de fosfopéptidos de interés, se obtuvieron los
identificadores proteicos para cada uno de ellos (Uniprot ID) y se usaron para el
analisis de ontologia de genes con la herramienta DAVID. Los genes
correspondientes a cada proteina se agruparon funcionalmente en ontologias
pertenecientes a procesos biologicos. Para el agrupamiento se utilizé un valor

minimo de 2 genes por grupo, y como limite maximo de significancia 0.05
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(EASE score: 0.05). A continuacién, se seleccionaron aquellos términos

significativos de GO (p < 0.05) con mayor numero de genes asociados.

3.23. Analisis estadistico

La evaluacién estadistica de los datos experimentales se llevé a cabo
mediante el analisis estadistico t de Student (independiente para el analisis de
las lineas celulares y pareado o dependiente para el analisis de los explantes
de retina), mediante el andlisis de la varianza (ANOVA) complementado con
comparaciones multiples con el método de Tukey o mediante el test no
paramétrico de Mann-Whitney-Wilcoxon, usando el sistema de andlisis
estadistico IBM-SPSS Statistics 19. Se consideraron que habia diferencias
significativas en las condiciones experimentales cuando presentaban un p-valor
menor de 0.05 (p < 0.05).
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Resultados

4.1. Analisis de la actividad de PARP-1 y de su relaciéon con el dafo en el
ADN vy la muerte celular durante el desarrollo postnatal de la retina de
raton

4.1.1. Durante el desarrollo postnatal de la retina se producen danhos de
tipo oxidativo

Durante el desarrollo neural suelen generarse ROS, especialmente
durante los procesos de diferenciacion y maduracién neuronal (Tsatmali et al.,
2005; Tsatmali et al., 2006). En nuestro estudio, se investigd si durante el
desarrollo postnatal de la retina se generan ROS que puedan alterar las
estructuras celulares. Para ello, se midié la presencia de una serie de
modificaciones inducidas por ROS en ciertos componentes celulares,
concretamente en el ADN y en proteinas. También se evalué los niveles de
expresibn de la enzima antioxidante manganeso superdoxido dismutasa
(MnSOD).

En primer lugar, el analisis mediante ELISA de la presencia de 8-hidroxi-
2’-desoxiguanosina (8-OHdG), un marcador de dano oxidativo en el ADN,
relacionado con la generacién de SSBs, mostré que los niveles de 8-OHdG en
el ADN se mantenian bajos durante la primera semana de desarrollo postnatal
de la retina (entre PO y P7), pero que a partir de P14 se incrementaban
significativamente y progresivamente hasta la fase adulta (P60; Figura 14A). La
presencia de este tipo de dafo también se evalué mediante la deteccion de
proteinas modificadas con 3-nitrotirosina (3-NT), indicador del nivel de
severidad del dafio oxidativo (Buddi et al., 2002). El analisis por Western Blot
de la cantidad de proteinas con 3-NT mostr6 un incremento de esta
modificacién durante el desarrollo postnatal de la retina, al igual que sucedia
con la presencia de 8-OHdG (Figura 14B, C). Estos resultados muestran que
durante el desarrollo postnatal de la retina de raton se producen dafos
oxidativos en el ADN y en proteinas derivados de la presencia de ROS, y que
estos danos aumentan progresivamente con el desarrollo de esta estructura
hasta la etapa adulta, pero manteniéndose bajos y apenas detectables durante

la primera semana.
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Por otro lado, la cuantificacion mediante Western Blot de la expresion de
la enzima MnSOD, relacionada con la eliminaciéon de ROS vy la longevidad de la
retina (Kanwar et al., 2007), mostré un incremento progresivo a lo largo del
desarrollo (Figura 14D, E), lo que parece indicar que el incremento del dafo
oxidativo descrito anteriormente e inducido presumiblemente por ROS potencia

la expresidn de este enzima a lo largo del desarrollo.

4.1.2. El incremento del dahno oxidativo coincide con el periodo de

disminucion de la actividad de PARP-1

Tras confirmar la existencia de dafos oxidativos durante el desarrollo
postnatal de la retina de ratén que afectaba entre otros componentes al ADN,
se quiso evaluar la activacion de la enzima PARP-1, implicada en la reparacién
de este tipo de dafo. La cuantificacion mediante ELISA de la actividad de
PARP-1 indicé un incremento en su actividad durante la primera semana de
desarrollo postnatal, alcanzandose la maxima actividad en el dia 7 de
desarrollo postnatal (P7) (Figura 15A). Sin embargo, a partir de este dia se
observd un descenso significativo en la actividad de PARP-1 (Figura 15A).
Asimismo, la deteccibn mediante Western Blot de proteinas poli-ADP-
ribosiladas mostré grandes cantidades del polimero PAR (indicativo del grado
de activacion de la enzima PARP-1) en los extractos proteicos
correspondientes a las retinas de P7, observandose una destacable reduccion
del polimero en los dias de desarrollo posteriores (Figura 15B).

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos respecto al dafio oxidativo
presente en la retina a lo largo de su desarrollo postnatal y los anteriores
resultados sobre la activacion de PARP-1, se puede sugerir que esta enzima
podria estar implicada en mantener bajos los niveles de dafo oxidativo en el
ADN durante la primera semana de desarrollo postnatal de la retina (entre PO y
P7) dada la alta actividad que presenta PARP-1 en este periodo; sin embargo,
cuando la actividad de PARP-1 desciende a partir de la segunda semana de
desarrollo, la eficiencia en la reparacion del ADN también se ve reducida,

incrementandose el dano oxidativo.
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4.1.3. En la retina postnatal también se producen dafios en el ADN de
doble cadena que inducen muerte celular

Durante el desarrollo y diferenciacion de los tejidos se pueden generar
roturas en el ADN del tipo DSBs (Jackson, 2002; Vilenchik y Knudson, 2003),
en concreto, durante en el proceso de reorganizacién de la cromatina que tiene
lugar durante la diferenciacion celular (Falk et al., 2010; Falk et al., 2014). La
presencia de DSBs se analiz6 durante el desarrollo de la retina postnatal
mediante la deteccién de la forma fosforilada de la histona H2AX, denominada
y-H2AX, que sufre fosforilacion en el residuo serina 139 (Podhorecka et al.,
2010). y-H2AX es un tipo de histona con un papel importante en las etapas
tempranas de la respuesta al dano en el ADN de doble cadena; su fosforilacion
permite que se produzcan cambios en la organizacion de la cromatina que
facilita el acceso de la maquinaria de reparaciéon (Mah et al., 2010; Podhorecka
et al., 2010). Dada su implicacién y acumulacion en los sitios de lesion, y-H2AX
se usa como marcador de este tipo de dafo (Mah et al., 2010; Podhorecka et
al., 2010).

El analisis mediante Western Blot de los niveles de y-H2AX en la retina
postnatal indic6 que la histona fosforilada sufre un incremento en su expresién
desde el estadio PO a P14; posteriormente se produce un descenso en sus
niveles hasta la fase adulta (P60) (Figura 16A). Un estudio mas detallado sobre
la expresién de y-H2AX durante la segunda semana de desarrollo postnatal
(periodo donde se produce la diferenciacion de la retina), mostré un aumento
paulatino de este marcador conforme la retina maduraba, alcanzandose la
mayor expresion de la forma fosforilada de esta histona en P14 (Figura 16B),
coincidiendo con el periodo donde PARP-1 muestra una baja actividad (Figura
15A). Estos resultados muestran como los mayores niveles de DSBs
(reflejados mediante la expresion de y-H2AX) durante el desarrollo de la retina
postnatal coinciden con el periodo donde se inicia una bajada en la actividad de
PARP-1 (estadio P14); ello sugiere que la baja actividad de PARP-1 en este
estadio podria aumentar la presencia de DSBs originados durante el proceso
de maduracion de la retina al no ser reparados eficientemente por PARP-1.
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Ademas, se analiz6 mediante inmunofluorescencia la distribucion de y-
H2AX en la retina postnatal a fin de localizar en qué capa de la retina se estaba
produciendo el dafo de doble cadena. Se observé que la mayor parte de este
inmunomarcaje se localizaba en la capa nuclear interna (CNI) y en la capa de
células ganglionares (CCG) de la retina (Figura 17A), observandose un mayor
marcaje en los estadios P7 y P14 con respecto al estadio P21. Asimismo, al
igual que los experimentos de Western Blot, la inmunocitoquimica mostré que
P14 era el estadio con mayor expresion de y-H2AX (Figura 17A, B); de hecho,
P14 mostré 1.9 y 5.2 veces mas marcaje que los estadios P7 y P21,
respectivamente (Figura 17B).

Por otro lado, el grupo de investigacion donde se ha desarrollado esta
Tesis describieron en 2011 un incremento de los niveles de muerte celular
durante la primera semana de desarrollo postnatal de la retina de ratdn,
alcanzandose los valores mas altos en el estadio P7, los cuales descendian
notablemente a partir de la segunda de semana de desarrollo (Martin-Oliva et
al., 2011). Por ello, en esta Tesis se quiso evaluar si el marcaje descrito para y-
H2AX (como indicador de dafo en el ADN) se correlacionaba con los niveles
de muerte detectados durante la primera semana de desarrollo postnatal; para
ello se analizé si los nucleos positivos para y-H2AX mostraban signos de
picnosis, caracterizados por una retraccion del nucleo y una alta condensacién
de la cromatina, propios de las células apoptéticas. En P7, una gran parte de
los nucleos de la CNI presentaban una distribucion normal de la cromatina
(Figura 18A), sin embargo, algunos de ellos positivos para y-H2AX mostraban
claros signos de picnosis (Figura 18B-D); ademas, también se observaron
nucleos picnéticos que no eran positivos para el marcaje y-H2AX (Figura 18D).
En cambio, en el estadio P14 los nucleos que presentaban marcaje positivo
para y-H2AX correspondian mayoritariamente a nucleos con apariencia normal,
sin condensacion de la cromatina, tanto en la CNI como en la CCG (Figura
19A, B), lo que indica que en este estadio el marcaje de y-H2AX estaria
relacionado con procesos en curso para la reparacion del dafo por una via
independiente de PARP-1 y no con eventos de induccién de muerte celular tras

danos severos en el ADN.
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Para analizar de forma mas especifica la relacién entre el dafo en el
ADN, detectado mediante la presencia de y-H2AX, y los eventos de muerte
celular, se realizaron en secciones histolégicas de los estadios P7 y P14 dobles
marcajes y-H2AX/TUNEL para marcar de manera especifica los nucleos
apoptoéticos. Por un lado, el marcaje con TUNEL permiti6 concluir que P7
presentaba una mayor tasa de nucleos apoptéticos en comparacién con el
estadio P14 (Figura 20), observandose un promedio de 15.9 nucleos TUNEL
positivos por cada cinco campos analizados (usando el objetivo de 40x) en el
estadio P7, en comparacién a los 5.9 nucleos positivos observados como
promedio en el estadio P14. Asimismo, se detect6 que la distribucién de los
nucleos TUNEL positivos era diferente en ambos estadios, observandose
mayoritariamente en la CNI en P7 y en la CNE en P14 (Figura 20). Ademas, en
P7 el 74% de los nucleos TUNEL positivos presentaban también marcaje para
la histona y-H2AX (Figura 21A, B), mientras que en P14 el porcentaje de
ndcleos con doble marcaje no superaba el 31.5% (Figura 21C, D). Estos
resultados sugieren que un porcentaje importante de las células de la retina en
el estadio P7 sufren dafos irreparables en el ADN, posiblemente como
consecuencia del proceso de diferenciacion, y acaban muriendo por un proceso
similar a la apoptosis. En este proceso de muerte celular, tal como describié
nuestro grupo de investigaciéon en 2011, podria estar participando PARP-1 a
través de la activacién de AIF (Martin-Oliva et al., 2011), como podria deducirse

de la alta activacion mostrada por este enzima en P7.
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Figura 14. Dafo oxidativo en la retina postnatal de raton. A) Ensayo colorimétrico de ELISA
para la deteccién de 8-OHdG, marcador de dano oxidativo en el ADN, durante el desarrollo
postnatal de la retina y en el estadio adulto. La cantidad de 8-OHdG (ng/ml) se muestra como
la media (z error estdndar o SEM) del andlisis de tres retinas por cada estadio (*p < 0.05 entre
los valores indicados y con PO y P7; ***p < 0.001 entre P60 y el resto de estadios). B)
Deteccién de proteinas modificadas con 3-NT mediante Western Blot durante el desarrollo
postnatal de la retina y en el estadio adulto. Western Blot representativo de tres ensayos
independientes. La cantidad de proteinas se normaliz6 frente a B-tubulina. C) Analisis de
densitometria de proteinas modificadas con 3-NT a lo largo del desarrollo postnatal de la retina.
Las barras muestran la media (+ SEM) de la cuantificacion de cuatro Western Blots
independientes (*p < 0.05 entre los valores indicados y los estadios previos). D) Deteccion de
MnSOD mediante Western Blot durante el desarrollo postnatal de la retina y en el estadio
adulto. Western Blot representativo de tres ensayos independientes. La cantidad de proteinas
se normalizé frente a B-tubulina. E) Andlisis de densitometria de los niveles de MnSOD a lo
largo del desarrollo postnatal de la retina. Las barras muestran la media (+ SEM) de la
cuantificacién de tres Western Blots independientes (*p < 0.05 entre los valores indicados y los

estadios previos).
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Figura 15. Actividad de PARP-1 durante el desarrollo postnatal de la retina de raton. A)
Cuantificacion de histonas poli-ADP-ribosiladas, medida representativa de la actividad de
PARP-1, mediante la técnica ELISA durante el desarrollo postnatal de la retina de ratén y el
estadio adulto. Las barras representan la media (£ SEM) del analisis de tres retinas por cada
estadio (**p < 0.01 entre P7 y los siguientes estadios). B) Western Blot para la deteccion de
proteinas poli-ADP-ribosiladas durante la segunda semana de desarrollo postnatal (P7 a P14),

representativo de 3 ensayos independientes. La cantidad de proteinas se normaliz6 frente a 8-
tubulina.
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Figura 16. Expresion de y-H2AX durante el desarrollo postnatal de la retina de ratén. A)
Western Blot para la deteccién de la forma fosforilada de la histona H2AX, y-H2AX, durante el
desarrollo postnatal de la retina de ratén y en el estadio adulto. Western Blot representativo de
tres ensayos independientes. B) Western Blot para la deteccion de y-H2AX, durante la segunda
semana de desarrollo (P7 a P14), representativo de 3 ensayos independientes. En Ay B la

cantidad de proteinas se normalizé frente a B-tubulina.
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Figura 17. Distribucion y cuantificacion de y-H2AX en los estadios P7, P14 y P21. A)
Imagenes de microscopia confocal que muestran la inmunodeteccién de y-H2AX (rojo) y los
nucleos tenidos con Hoechst (azul) en la retina de ratén de los estadios P7, P14 y P21.
Imagenes representativas de tres ensayos independientes (barras de escala: 20 um; CNI, capa
nuclear interna; CNE, capa nuclear externa; CCG, capa de células ganglionares; y CN, control
negativo). B) Cuantificacion mediante densitometria de los niveles de y-H2AX en los estadios
P7, P14 y P21. Las barras muestran la media (+ SEM) de la cuantificacion de tres Western
Blots independientes (*p < 0.05 entre P7 y P21).
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Hoechst Hoechst//-H2AX

Figura 18. Inmunodeteccion de y-H2AX en retinas del estadio P7. Imagenes de
microscopia confocal que muestran la inmunodeteccién de y-H2AX (verde) y los ndcleos
tefidos con Hoechst (azul) en la capa nuclear interna (CNI) de retinas P7. Imagenes
representativas de tres ensayos independientes. A) Se observa nulcleos con apariencia normal,
positivos para y-H2AX (flecha de color amarillo), B) ndcleos picnéticos con marcaje positivo
para y-H2AX (flechas de color amarillo), C) nicleos con zonas marcadas de condensacion de
la cromatina y marcaje positivo para y-H2AX (flecha de color amarillo) y D) nucleos con alta
condensacién de la cromatina sin marcaje positivo para y-H2AX (flechas de color blanco), y
nucleos de apariencia normal positivos para y-H2AX (flecha de color amarillo). Imagenes

representativas de tres ensayos independientes (barras de escala: 5 um).
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Figura 19. Inmunodeteccion de y-H2AX en retinas del estadio P14. Imdagenes de

A)

B)

microscopia confocal que muestran la inmunodeteccion de y-H2AX (rojo) y ndcleos de
apariencia normal tefiidos con Hoechst (azul) en A) la capa de células ganglionares (CCG,
flecha de color amarillo), y B) en la capa nuclear interna (CNI, flecha de color amarillo) de

retinas P14. Imagenes representativas de tres ensayos independientes (barras de escala: 2

pm).
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Figura 20. Distribucion de y-H2AX y nucleos TUNEL positivos en retinas P7 y P14.

Imagenes de microscopia confocal que muestran la inmunodeteccion de y-H2AX (rojo), los
nucleos tenidos con Hoechst (azul) y ndcleos en proceso de muerte detectados mediante la
técnica TUNEL (verde) en retinas P7 y P14. Imagenes representativas de tres ensayos
independientes (barras de escala: 30 um; CNI, capa nuclear interna; CNE, capa nuclear

externa; y CCG, capa de células ganglionares).
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Hoechst IY-H2AX

Figura 21. Inmunodeteccion de y-H2AX y nucleos TUNEL positivos en retinas P7 y P14.
Imagenes de microscopia confocal de areas seleccionadas en la capa de células ganglionares
(CCG) y capa nuclear interna (CNI) de retinas P7 (A y B), y en la capa nuclear externa (CNE)
de retinas P14 (C y D); con inmunomarcaje para y-H2AX (rojo), los nucleos tefnidos con
Hoechst (azul) y la técnica TUNEL (verde). A) Nucleo picnético con marcaje positivo para y-
H2AX y TUNEL (flecha de color amarillo). B) Nucleo con zonas condensadas de la cromatina
con marcaje positivo para TUNEL y y-H2AX (flecha de color amarillo). C) Nucleo picnético con
marcaje positivo para TUNEL, pero sin marcaje de y-H2AX (flecha de color amarillo). D) Ndcleo
picnotico con doble marcaje positivo para y-H2AX y TUNEL (flecha de color amarillo).
Imagenes representativas de tres ensayos independientes (magnificacién original 600x; barras

de escala: Ay B: 5um, C: 3 um y D: 3.5 um).
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4.2. La inhibicion de PARP-1 potencia la muerte celular y la fosforilacion
de proteinas implicadas en la respuesta al dafio en el ADN inducido por el

estrés oxidativo en la retina de raton

En la seccion anterior (epigrafe 4.1) se ha establecido como a lo largo
del desarrollo postnatal de la retina de ratén se produce una disminucién de la
actividad de PARP-1 que se correlaciona temporalmente con la aparicion de
danos oxidativos en el ADN. Ahora, en esta nueva seccion de resultados, se ha
estudiado el papel que juega PARP-1 en la biologia de las células de la retina
cuando son sometidas a situaciones experimentales de estrés oxidativo. Para
ello se han utilizado tanto cultivos organotipicos de retina de ratbn como una
linea celular murina (células 661W) derivada de fotorreceptores (Tan et al.,
2004), a los que se le ha inducido un dafno oxidativo mediante el tratamiento
con el agente oxidante peroxido de hidrégeno (H202), en presencia o no del
inhibidor de PARP-1 denominado PJ34.

4.2.1. El inhibidor de PARP-1 PJ34 potencia la muerte celular en los

cultivos organotipicos de retina de raton sometidos a estrés oxidativo

En primer lugar, los cultivos organotipicos de retina, obtenidos a partir de
ratones en estadios P12, se trataron con una dosis de 3.5 mM de HO; durante
30 minutos (Figura 22), en ausencia o presencia del inhibidor PJ34. A su vez, la
incubacion con el inhibidor PJ34, a una concentracion de 1 uM, consistié en un
pretratamiento de 16 horas, mas el tiempo de tratamiento con H»O», seguido
del tiempo destinado a las incubaciones posteriores, segun se indica en la
Figura 22. En un primer abordaje, se evalud la citoarquitectura de los cultivos
organotipicos de retina (también denominados explantes) 24 horas después del
tratamiento oxidativo mediante la realizacién de cortes semifinos que fueron
tefidos con azul de toluidina (Figura 23A). De acuerdo a resultados previos
mostrados por nuestro grupo (Ferrer-Martin et al., 2014), los explantes de retina
no tratados con H>O. (denominados explantes control) conservaban una
citoarquitectura similar al estadio correspondiente in vivo, observandose bien

diferenciadas las distintas capas de la retina (Figura 23A). No obstante, tras el
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tratamiento con 3.5 mM de H2O,, la estratificacién de la retina resultd alterada,
observandose en la CNE, CNI y CCG signos evidentes de degeneracion celular
y picnosis (Figura 23A). Al analizar la citoarquitectura de los explantes de retina
tratados con H>O, en presencia del inhibidor PJ34, se observé también que 24
horas después del dafo oxidativo habia signos evidentes de degeneracién
similares a los observados en los explantes tratados unicamente con H»O»
(Figura 23A). Estos resultados mostraban que la inhibicion de PARP-1 no
evitaba la degeneracidon desencadenada por el tratamiento oxidativo. No
obstante, cabe destacar que los explantes de retina tratados Unicamente con el
inhibidor de PARP-1 mostraban una citoarquitectura similar a los explantes
control (Figura 24).

Tras observar que el tratamiento con H>O, generaba cambios
importantes en la citoarquitectura de la retina 24 horas después del tratamiento
oxidativo, se evalud en estos explantes los eventos de muerte celular mediante
el empleo de la técnica TUNEL y la inmunodeteccion de caspasa 3 activa. Los
resultados mostraron un incremento en el nimero de células TUNEL positivas
en los explantes de retina tratados con H>O; (Figura 23B); ademas, se observo
que gran parte de los nucleos TUNEL positivos se localizaban en la CNI'y CNE
(Figura 23B). Por otro lado, el andlisis de la activacién de la caspasa 3 mostré
que la gran mayoria de nucleos TUNEL positivos presentaban activacion de
dicha caspasa (Figura 23B), indicando que los eventos de muerte celular
desencadenados por el H>O» son de tipo apoptético. En cambio, a diferencia de
lo observado en los explantes tratados con H>O,, los explantes control
mostraban un numero reducido de nucleos TUNEL positivos, asi como un
marcaje reducido para la caspasa 3 activa (Figura 23B).

Por otro lado, en los explantes tratados con H;O, e incubados
simultaneamente con el inhibidor PJ34, se observé también un elevado numero
de células TUNEL positivas en las diferentes capas de la retina (Figura 23B),
con un incremento de estas en la capa de fotorreceptores en comparacion con
los explantes tratados unicamente con H>O, (Figura 23B), lo que parecia
indicar que la inhibicibn de PARP-1 en situaciones oxidantes potenciaba la

muerte en este tipo celular. Para corroborar esta observacién, se cuantifico el
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numero de células TUNEL positivas en la CNE en los diferentes tratamientos, y
efectivamente, se pudo corroborar que la inhibicion de PARP-1 incrementaba
de forma significativa el numero de células TUNEL positivas en la CNE de
explantes tratados con H»O. (Figura 23C). Estos resultados indican que la
inhibicion de PARP-1 no protege a las células de la retina del estrés oxidativo,
sino que potencian los eventos de muerte celular inducidos por el H,O; en la
capa donde se encuentran situados los nucleos de los fotorreceptores.
Asimismo, el analisis del marcaje frente a la caspasa 3 activa mostr6 que los
nucleos TUNEL positivos pertenecian a células con activacion de la caspasa 3
(Figura 23B), indicando que la inhibicion de PARP-1 estaria potenciando la
muerte celular dependiente de caspasas en explantes de retina en situaciones

oxidantes.

Los resultados de muerte celular descritos anteriormente fueron también
corroborados mediante citometria de flujo usando la técnica Anexina V/loduro
de propidio para detectar apoptosis (Figura 23D). En este caso, el tratamiento
de los explantes con H>O- indujo un incremento significativo en el porcentaje de
células apoptéticas tempranas (Anexina V-positivas e loduro de propidio-
negativas; valor = 25.17 £ 2.77) con respecto a los explantes control (valor =
14.97 + 0.18) (Figura 23D); en cambio, la inhibicion de PARP-1 en los
explantes tratados con H>O. incrementd ain mas este porcentaje (valor =
37.10 £ 2.75).

En general, estos resultados muestran como la inhibicion de PARP-1
ejerce un efecto negativo sobre la supervivencia de las células de la retina, con
especial énfasis sobre los fotorreceptores, cuando esta sufre situaciones de

estrés oxidativo.
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4.2.2. PJ34 incrementa la expresion del marcador de dafio en el ADN y-
H2AX en la capa de fotorreceptores de retinas sometidas a estrés

oxidativo

Como ha sido descrito, el peroxido de hidrogeno es considerado un
agente genotdxico que puede inducir muerte celular mediante la generacién de
roturas en el ADN (lloki-Assanga et al., 2015). Ademas, como se ha comentado
en la Introducciéon de esta Tesis, PARP-1 es una enzima cuya activacion esta
relacionada con la senalizacién y reparacion de los danos generados en el
ADN. Por ello, en este trabajo de Tesis se quiso evaluar si el incremento de la
muerte celular observada en las células de la retina sometidas al tratamiento
oxidante con H>O, en presencia del inhibidor de PARP-1 PJ34 se debia a una
exacerbacion del dafo en el ADN en estas condiciones.

Al igual que en el epigrafe 4.1.3, los dafos en el ADN fueron
cuantificados mediante la deteccion de y-H2AX (Podhorecka et al., 2010). En
este caso las inmunofluorescencias mostraron en las secciones de retinas
tratadas con H.O2> un numero elevado de células positivas para y-H2AX,
especialmente en la CNI y en la CCG (Figura 25A); en cambio, las secciones
de retinas controles mostraban un marcaje reducido para y-H2AX. La inhibicion
de PARP-1 en explantes tratados con H.O. presenté también un marcaje
elevado para y-H2AX, observandose un incremento de células positivas para y-
H2AX, especialmente en la CNE (Figura 25A). Estas observaciones parecian
indicar que la inhibicibn de PARP-1 en situaciones oxidantes potenciaba la
presencia de marcadores de dano de doble cadena en la capa de
fotorreceptores. Para corroborar esta observacion, se cuantificé el nimero de
células y-H2AX positivas en la CNE en los diferentes tratamientos, y
efectivamente, se pudo corroborar que la inhibicion de PARP-1 incrementaba
de forma significativa el numero de células para y-H2AX en la CNE de

explantes tratados con H,O; (Figura 25B).

Finalmente, se evalué si el tratamiento con H.O. de los explantes de
retina era capaz de producir la activacién de la enzima PARP-1. Mediante la
deteccion de la cantidad de proteinas poli-ADP-ribosiladas por Western Blot, a

124



Resultados

las 12 horas de incubacién en medio fresco tras el tratamiento oxidativo, se
pudo corroborar que el tratamiento con H»O, incrementaba la cantidad de
proteinas poli-ADP-ribosiladas (indicativo de la activacion de PARP-1) con
respecto a los explantes sin tratar (Figura 25C). La inhibicion de PARP-1
mediante el inhibidor PJ34 redujo el nivel de proteinas poli-ADP-ribosiladas tras

el tratamiento con HO; (Figura 25C).

En resumen, estos resultados muestran como la inhibicién de PARP-1
potencia la presencia de marcadores de dafos en el ADN de doble cadena en
la capa de los fotorreceptores tras el tratamiento con H>O, de los explantes de

retina.

4.2.3. El tratamiento con H,O, modifica el fosfoproteoma de la linea celular
661W

A la vista de los resultados obtenidos en los explantes de retina, donde
la inhibiciébn de PARP-1 potenciaba la muerte celular y la presencia de y-H2AX
en la CNE ante situaciones oxidantes, se quiso profundizar en las rutas
moleculares que podrian estar involucradas en dichos procesos. Dado que los
cambios observados en explantes de retina se producian especialmente en la
CNE, que contenia los nucleos de los fotorreceptores, era de especial interés
determinar los procesos moleculares que acontecian en este tipo celular tras el
dafno oxidativo. Con esta finalidad se utilizd la linea celular murina 661W
obtenida de tumores de retina e inmortalizada con el antigeno T del virus SV40,
que presenta caracteristicas propias de los conos (como la presencia de
opsinas), convirtiéndola en una herramienta util para el estudio de procesos
celulares y moleculares relacionados con los fotorreceptores (Tan et al., 2004).

En primer lugar, se corrobord que el tratamiento con H,O, era capaz de
generar una activacion de PARP-1 en la linea celular 661W. Para ello, se
realiz6 un ensayo para determinar el tiempo éptimo de incubacién en el que se
detectaba la maxima actividad de la enzima, usando para ello técnicas de
Western Blot y analizando en los blots la cantidad de proteinas poli-ADP-
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ribosiladas durante los primeros 15 y 30 minutos de tratamiento con 1 mM de
H2O,, y a los 15 minutos, 2 y 6 horas posteriores a dicho tratamiento una vez
retirado el H,O» (Figura 26A). Al igual que sucedia en los explantes de retina,
se comprob6 que en las células 661W el tratamiento con H2O» inducia la poli-
ADP-ribosilacién de proteinas (Figura 26A), lo que indicaba un incremento en la
actividad de PARP-1. Ademas, se pudo observar que en los extractos proteicos
de las células 661W las mayores cantidades del polimero PAR se inducian a
los 15 minutos de tratamiento con H»O,, observandose una destacable
reduccion del polimero en tiempos posteriores (Figura 26A). Tras confirmar que
el tratamiento con H;O, de la linea celular 661W inducia la poli-ADP-
ribosilacién de proteinas, se evalud si el inhibidor PJ34 era capaz de bloquear
dicha modificacion, tal y como sucedia en los explantes de retina. El analisis
mediante Western Blot e inmunofluorescencia de la cantidad del polimero PAR
en presencia del inhibidor PJ34 mostré una gran reduccién de los niveles del
polimero PAR (Figura 26B, C), en comparacion con la expresién mostrada en

las células tratadas Unicamente con H>0o..

Una vez establecido que el tratamiento con H;O, generaba un
incremento en la actividad de PARP-1 y que el uso del inhibidor PJ34 reducia
su actividad, se procedi6 a realizar un analisis del fosfoproteoma de la linea
celular en condiciones oxidativas, tanto en ausencia como en presencia del
inhibidor de PARP-1. Este andlisis se realizé a las 6 horas tras el tratamiento
oxidativo para asi garantizar que las rutas de sefalizacién implicadas en los
procesos relacionados con la respuesta celular tras el dafo inducido en el ADN
se hubieran iniciado. El andlisis por espectrometria de masas (LC-MS/MS)
permitié la identificacion y cuantificaciéon total de 8131 fosfopéptidos, de los
cuales 1807 y 1874 fosfopéptidos mostraron cambios significativos (p < 0.05)
en su expresion en las células tratadas con H>O, y H>O, + PJ34,
respectivamente, cuando se comparaban con la condicion control (células sin
tratar con H>O,). En un analisis mas exhaustivo, se observé que el tratamiento
con H>O» incrementd con un valor de “fold change”= 1 (concepto definido en el
epigrafe 3.22.5 de Materiales y Métodos) la fosforilacién de 524 péptidos con

respecto a la condicién control (Figura 27A, panel izquierdo; fosfopéptidos
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mostrados en el cuadrante superior derecho del volcano plot); mientras que el
tratamiento en combinacién con el inhibidor PJ34 incrementé la fosforilacién de
621 péptidos (con un “fold change” = 1) con respecto al control (Figura 27A,
panel derecho; fosfopéptidos mostrados en el cuadrante superior derecho del
volcano plot). Estos resultados muestran que el tratamiento con H>O; induce la
fosforilacion de proteinas en la linea celular 661W, siendo dichos cambios

ligeramente mayores en presencia del inhibidor PJ34.

Para obtener una visién global de qué procesos biolégicos se podrian
estar modificando por los tratamientos anteriores, aquellos fosfopéptidos
detectados en ambos tratamientos (H>O2 y H2O» + PJ34) y que presentaban un
incremento en su fosforilacion con un valor de “fold change” = 1 respecto a la
condicion control fueron analizados mediante la herramienta de andlisis de
ontologia de genes (GO) ClueGO (Bindea et al., 2009). De esta manera se
obtuvieron una serie de términos de GO que se agruparon en categorias
funcionales relacionadas con un proceso biolégico comun (Figura 27B). De los
445 péptidos cuya fosforilacion se veia incrementada significativamente por
ambos tratamientos (denominados fosfopéptidos comunes), se observé que los
grupos funcionales que presentaron mayor enriquecimiento estaban
relacionados con la respuesta celular al dafio en el ADN (en inglés Cellular
response to DNA damage stimulus) y el procesamiento del ARNm (en inglés
mRNA processing) (Figura 27B). Estos resultados parecen indicar que el
tratamiento con H»O,, en gran parte, induce cambios en la fosforilacién de
proteinas cuya funcién esta relacionada con la respuesta celular al dano en el
ADN.

Ademas del analisis anterior sobre la expresion de los fosfopéptidos
comunes, se llevo a cabo un nuevo analisis de enriquecimiento utilizando los
fosfopéptidos diferencialmente expresados en cada tratamiento (fosfopéptidos
mostrados en el cuadrante superior derecho de los volcano plots de la Figura
27A). Este analisis basado en la herramienta DAVID (Huang da et al., 2009)
asocia a cada fosfoproteina aquellos procesos biolégicos en los que patrticipa, y
los agrupa como términos. Los términos mas representativos de este analisis

fueron los siguientes: Regulacién de la transcripcion, Ciclo celular, Respuesta
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al dafo en el ADN, Fosforilacién de proteinas, Reparacion del ADN, Division
celular y Apoptosis (en inglés Regulation of transcription, DNA-templated; Cell
cycle; Cellular response to DNA damage stimulus; Protein phosphorylation;
DNA repair; Cell division; y Apoptotic process, respectivamente) (Figura 27C).
Cabe destacar que en este analisis, el mayor nimero de proteinas asociadas a
cada término se obtienen cuando PARP-1 es inhibida tras el dafio oxidativo
(Figura 27C). En la Tabla Il (Anexo lll) se indican todas las fosfoproteinas
asociadas a cada término en cada uno de los tratamientos. Es importante
destacar que la fosfoproteina ATM, implicada en los procesos de respuesta
celular al dafio en el ADN, apareci6 unicamente representada en los términos
de GO en el tratamiento con H,O, + PJ34 (resaltada en la Tabla Il, Anexo ).
De hecho, se observé que la fosforilacion de ATM en la serina 1987 (Ser1987)
presentaba mayor fosforilacion cuando PARP-1 es inhibida tras el tratamiento
oxidativo (Tabla Ill, Anexo Ill). Igualmente sucedia con el marcador de dafo en
el ADN, y-H2AX, observandose solo en los términos de GO en la condicion
H.O, + PJ34 (Tabla I, Anexo lll).

En resumen, los resultados obtenidos en estos andlisis muestran que el
bloqueo de la actividad de PARP-1 mediante el inhibidor PJ34 en las células
661W sometidas a tratamiento oxidativo incrementa el numero de
fosfoproteinas asociadas con procesos relacionados con la respuesta celular al
dafno en el ADN, como por ejemplo ATM y y-H2AX.

4.2.4. La inhibicion de PARP-1 incrementa la fosforilacion de proteinas en
motivos SQ tras el tratamiento oxidativo

Tras observar que en las células sometidas al tratamiento oxidativo la
inhibicién de PARP-1 incrementaba el numero de proteinas relacionadas con la
respuesta celular al dario en el ADN, se quiso evaluar en detalle el efecto del
inhibidor PJ34 sobre la fosforilacién de estas proteinas. Para ello, se realizd un
nuevo analisis sobre aquellos fosfopéptidos que mostraron cambios
significativos en ambos tratamientos, o sea, utilizando los 445 fosfopéptidos

comunes incrementados (con un valor de “fold change”= 1) en las condiciones
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HoO2 y H2O2 + PJ34, y se compard los niveles de fosforilacién diferencial que
sufrian estos péptidos en ambas condiciones. Este analisis mostrd que un total
de 40 fosfopéptidos sufrian cambios significativos en sus niveles de
fosforilacibn cuando se comparaban ambos tratamientos; 31 de ellos
mostraban mayores niveles de fosforilacién en presencia del inhibidor PJ34 tras
el tratamiento oxidativo (“fold change H-O. + PJ34” > “fold change H.0."; p <
0.05), mientras que 9 presentaban menor fosforilacién (“fold change H>O, +
PJ34” < “fold change H»O"). En la tabla IV (Anexo lll) se indican los 40
fosfopéptidos obtenidos en este analisis, el sitio donde se produce la
fosforilacién, asi como la secuencia peptidica modificada y el efecto del

inhibidor PJ34 sobre la fosforilacion tras el tratamiento oxidativo.

A continuacion, se analizé la secuencia peptidica entorno al sitio de
fosforilacién en los 40 péptidos diferencialmente expresados en ambos
tratamientos; se observé que el 61.3% (19 de 31) de los péptidos con
fosforilacion incrementada en H,O, + PJ34 presentaban fosforilacion en un
residuo de serina (S) seguido de un residuo de glutamina (Q), es decir, en un
motivo SQ (Figura 28A; Tabla IV, Anexo lll). Entre estos fosfopéptidos que
presentaban niveles de fosforilacion mayores cuando PARP-1 era inhibida
(Figura 28B) se encontraban proteinas cruciales en la respuesta al dafo en el
ADN, como eran MDC1 y BRCA1 (Figura 28C); el resto de proteinas con
fosforilaciones incrementadas en motivos SQ se muestran en la Figura 29.
Cabe destacar, que ninguno de los 9 péptidos cuya fosforilacion se veia
reducida en presencia del inhibidor presentaban motivos SQ (Tabla 1V, Anexo
).

En general, los datos aqui mostrados indican que el uso del inhibidor
PJ34 tras el tratamiento oxidativo incrementa la fosforilacion en motivos SQ de
proteinas relacionadas con la respuesta al dafio en el ADN.
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4.2.5. El inhibidor PJ34 reduce la proliferacion celular de la linea 661W

tras el tratamiento oxidativo

Los resultados de fosfoprotedmica indican que la inhibicién de PARP-1
tras el tratamiento con H>O, incrementa la fosforilacion de proteinas implicadas
en la ruta de senalizacién celular conocida con las siglas DDR (del inglés DNA
Damage Response), ruta que esta estrechamente relacionada con el control
del ciclo celular en las células proliferativas. Ante esta relacién se evalué si las
modificaciones en estas proteinas conllevaban cambios en la progresion del
ciclo celular de la linea 661W en ambos tratamientos. El analisis del ciclo
celular mediante citometria de flujo mostrd6 que el tratamiento con H>O»
incrementaba significativamente el porcentaje de células en fase Go/M con
respecto a la condicién control, cuyos valores pasaban del 25.2% (condicién
control) hasta el 39% tras el tratamiento oxidativo (Figura 30A, panel primero y
tercero), y siendo dicho porcentaje mucho mayor, alcanzando el valor del
56.7%, en presencia del inhibidor PJ34 (Figura 30A, cuarto panel) tras el
tratamiento oxidativo. Estos resultados muestran que la inhibicién de la
actividad de PARP-1 potencia el arresto de células en la fase Go/M del ciclo
celular tras el tratamiento oxidativo, y que ello podria ser debido a la activacion
mediante fosforilacion de proteinas implicadas en este control como eran
MDC1 y BRCAT.

A continuacién, se evalud si esta alteracion en el ciclo celular estaba
relacionada con un descenso progresivo en la densidad celular. Mediante un
ensayo colorimétrico usando la sulforrodamina B se pudo comprobar que el uso
del inhibidor PJ34 reducia la densidad celular a lo largo del tiempo tras el
tratamiento oxidativo (Figura 30B). No obstante, cabe destacar que este
descenso solamente sucedia ante situaciones oxidantes, ya que la inhibicién
de PARP-1 en ausencia de H»O, parecia no afectar a la densidad celular
(Figura 30B).

Estas experiencias demuestran que la inhibicién de PARP-1 afecta a la
normal progresion del ciclo celular, generando una parada en fase Gy/M, asi
como a la proliferacion de las células 661W tras el tratamiento oxidativo.
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4.2.6. La inhibicion de PARP-1 incrementa la fosforilacion de los sustratos
de ATM/ATR en la linea celular retiniana y en los explantes sometidos a

estrés oxidativo

Los estudios realizados con LC-MS/MS indican una relaciéon entre la
inhibicién de PARP-1 y el incremento de la fosforilacion de proteinas implicadas
en la DDR en situaciones de estrés oxidativo. Dado que la DDR esta mediada
por la activacién de las quinasas ATM y ATR, las cuales llevan a cabo
fosforilacion en motivos SQ de diversos sustratos implicados tanto en la
reparacion del ADN como en el control del ciclo celular, proliferacién y/o
apoptosis (Traven y Heierhorst, 2005), se quiso verificar si en presencia del
inhibidor PJ34 se producia un incremento de las fosforilaciones en dichos
sustratos cuando las células fueron sometidas a un estrés oxidativo. Para ello,
mediante Western Blot, se analizé el grado de fosforilacion en los sustratos de
ATM y ATR, indicativo de la actividad de estas quinasas. Los inmunoblots
mostraron que el inhibidor de PARP-1 PJ34 incrementd la expresién de los
sustratos fosforilados por ATM/ATR tras el tratamiento oxidativo en la linea
celular 661W (Figura 31A); dicha observacion fue confirmada mediante la
cuantificacion de los niveles relativos de expresién en los estudios de
densitometria (Figura 31B). Estos resultados fueron reproducidos en los
cultivos organotipicos de retina de ratdén, en los que se observd de nuevo un
incremento de la fosforilacién de los sustratos de ATM/ATR cuando la actividad
de PARP-1 era inhibida (Figura 31C); no obstante, la cuantificacién mediante
densitometria no proporcion6 resultados estadisticamente significativos (Figura
31D), lo que podria deberse al hecho de que los extractos proteicos obtenidos
de los explantes estaban constituidos por células de cada una de las capas de
la retina, y por tanto, respondiendo cada tipo celular de forma diferente al

tratamiento.

En resumen, estos datos confirman que la inhibicién de PARP-1 tras un
tratamiento oxidativo incrementa la fosforilacién de proteinas en motivos SQ
tanto en células proliferativas (linea celular 661W) como en células post-
mitoticas (explantes de retina), probablemente por un incremento en la
actividad de las quinasas ATM/ATR.
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Figura 22. Esquema de tratamiento con H,O, y/o el inhibidor de PARP-1 PJ34 en

explantes de retina de raton y en la linea celular retiniana 661W. Las flechas de color negro

indican el cultivo de los explantes o de las células en medio fresco, las flechas de color rojo

indican el tratamiento con H,O, durante 30 min (en presencia o ausencia del inhibidor de

PARP-1 PJ34), y las flechas de color azul indican la incubaciéon con medio fresco junto con el

inhibidor PJ34. Tras el cultivo de los explantes de retina o de la linea celular 661W, se llevé a

cabo un pretratamiento de 16 horas con el inhibidor PJ34 en medio fresco, previo al tratamiento

con H,0,, estando este presente hasta el final de los ensayos. El tratamiento con H,O, se llevo

a cabo durante 30 minutos, y transcurrido el tiempo, se retiraba el H,O,, se anadia medio

fresco (sin H20,) y se incubaba adicionalmente hasta un periodo maximo de 24 horas.
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Figura 23. Efecto del tratamiento con H,0, y la inhibicion de PARP-1 en explantes de
retina de ratén. A) Tincion con azul de toluidina de cortes semifinos de explantes de retina
P12 tratados con H,O, en ausencia y presencia del inhibidor de PARP-1 PJ34 y tras 24 horas
de incubacién en medio fresco, tal y como se indica en la figura 22 (barras de escala: 50 um;
CNE, capa nuclear externa; CNI, capa nuclear interna; y CCG, capa de células ganglionares).
B) Imagenes de microscopia confocal que muestran la inmunodeteccion de caspasa 3 activa
(rojo), el marcaje de células en proceso de muerte mediante la técnica TUNEL (verde) y los
nucleos tefidos con DAPI (azul) en explantes de ratén P12 tratados con H,O, en ausencia y
presencia del inhibidor PJ34 y tras 24 horas de incubacion en medio fresco. Iméagenes
representativas de tres ensayos independientes (barras de escala: 25 um; CNE, capa nuclear
externa; CNI, capa nuclear interna; y CCG, capa de células ganglionares). C) Recuento de
células TUNEL positivas en la CNE en tres campos por seccién, y en tres secciones por
explante de retina. Los datos se presentan como las medias (x SEM) de células TUNEL
positivas tras el andlisis de 3 explantes de retina por cada condiciéon (**p < 0.01 respecto al
control; #p < 0.05 respecto a H,O,). D) La muerte celular de explantes P12, tratados con H,O, e
incubados posteriormente 24 horas en medio fresco en presencia o0 ausencia del inhibidor PJ34
se analizé por citometria de flujo mediante el uso de las sondas fluorescentes anexina V-APC e
ioduro de propidio. Se muestra un mapa de densidad representativo donde las células se
encuentran distribuidas en cuatro cuadrantes (cuadrante inferior izquierdo, Q3: células vivas;
inferior derecho, Q4: células Anexina-V positivas; superior izquierdo, Q1: células IP positivas;
superior derecho, Q2: células Anexina V e IP positivas). Asimismo, en la parte inferior de cada
mapa de densidad se muestra la media (£ SEM) del porcentaje de células apoptéticas
(cuadrante inferior derecho, Q4: células Anexina-V positivas) de tres explantes de retina por

cada condicion (*p < 0.05 y **p < 0.01 respecto al control; #p < 0.05 respecto a H,0,).
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Figura 24. Efecto de la inhibicion de PARP-1 en explantes no tratados con H,0,. Tinci6n
con azul de toluidina de cortes semifinos de explantes de retina P12, incubados durante un
periodo maximo de 48 horas (tiempo maximo de duracion de los ensayos, tal y como se indica
en la figura 22) en ausencia y presencia del inhibidor de PARP-1 PJ34 (barras de escala: 50
pum; CCG, capa de células ganglionares; CNE, capa nuclear externa; y CNI, capa nuclear

interna). Imagenes representativas de tres ensayos independientes.
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Figura 25. Efecto del tratamiento con H,0, y la inhibicion de PARP-1 en los niveles de y-
H2AX y proteinas poli-ADP-ribosiladas. A) Imagenes de microscopia confocal que muestran
la inmunodeteccion de y-H2AX (verde) y los ndcleos tefiidos con DAPI (azul) en explantes de
raton P12 tratados con H,O, en ausencia y presencia del inhibidor PJ34 y tras 24 horas de
incubacion en medio fresco (barras de escala: 25 um; CNE, capa nuclear externa; CNI, capa
nuclear interna; y CCG, capa de células ganglionares). Imagenes representativas de tres
ensayos independientes. B) Recuento de células y-H2AX positivas en la CNE en tres campos
por seccion, y tres secciones por explante de retina. Los datos se presetan como las medias (x
SEM) de células y-H2AX positivas tras el analisis de 3 explantes de retina por cada condicién
(*p < 0.01 y *™*p < 0.001 respecto al control; ###p < 0.001 respecto a H,O,). C) Western Blot
para la deteccion de proteinas poli-ADP-ribosiladas en explantes de retina tratados con H,O,
durante 30 minutos e incubados posteriormente 12 horas en medio fresco con y sin inhibidor de
PARP-1 PJ34. La cantidad de proteinas se normalizé frente a [(-actina. Western Blot

representativo de 3 ensayos independientes.
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Figura 26. Actividad de PARP-1 en la linea celular 661W tratada con H,0,. A) Western Blot
para la deteccién de proteinas poli-ADP-ribosiladas en la linea celular retiniana 661W tratada
con 1 mM de H,O, (0, 15 y 30 minutos) e incubada posteriormente (15 y 30 minutos, 2 y 6
horas) en medio fresco. La cantidad de proteinas se normalizo frente a B-tubulina. Western Blot
representativo de 3 ensayos independientes. B) Western Blot para la deteccién de proteinas
poli-ADP-ribosiladas en la linea celular retiniana tratada con 1 mM de H,O, (15 minutos) en
ausencia y presencia del inhibidor PJ34. La cantidad de proteinas se normalizé frente a B-
actina. Western Blot representativo de 3 ensayos independientes. C) Inmunodeteccion de PAR
(verde) y tinciéon de los nuacleos celulares con Hoechst (azul) tras el tratamiento de la linea
celular 661W con H,O, durante 15 min en ausencia y en presencia del inhibidor PJ34 (barra de

escala: 50 um). Imagen representativa de tres ensayos independientes.
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Figura 27. Efecto del tratamiento oxidativo y de la inhibicion de PARP-1 en el
fosfoproteoma de la linea celular 661W. A) Volcano plots donde se muestran todos los
fosfopéptidos identificados por LC-MS/MS en la linea celular 661W tratada con H,O, (30
minutos) e incubada en medio fresco 6 horas en ausencia y presencia del inhibidor PJ34. El eje
X muestra el “fold change” calculado respecto al control para cada uno de los fosfopéptidos
identificados (ver seccién 3.22.5 de material y métodos), y el eje Y muestra el nivel de
significancia para cada fosfopéptido (mostrado como -Log10 del p-valor) respecto al control
(lineas de puntos horizontales, limite de significancia establecido como p < 0.05; y lineas de
puntos verticales, valores minimos de “fold change” considerados, 1y -1, respectivamente). En
rojo se muestran todos los fosfopéptidos con cambios significativos respecto al control (p <
0.05), y en gris aquellos fosfopéptidos cuyos cambios no resultaron significativos (p > 0.05)
respecto al control en ambos tratamientos. En cada volcano plot se indica el nimero de
fosfopéptidos con niveles de fosforilacién incrementados de forma significativa con respecto al
control (“fold change” =2 1 y p < 0.05) para H,O, y H,O, + PJ34. B) Andlisis de la ontologia de
genes (GO) y posterior agrupacion funcional de los términos de GO mediante la herramienta de
andlisis ClueGO. Se analizaron aquellos fosfopéptidos con cambios significativos respecto al
control (“fold change” = 1, y p < 0.05 respecto al control) y que aparecian a su vez en ambos
tratamientos (en H,O, y en H,O, + PJ34, fosfopéptidos comunes), y se muestran las
agrupaciones funcionales de los términos de GO que resultaron significativas (**p < 0.01). C)
Andlisis de GO mediante la herramienta DAVID de los fosfopéptidos cuyo nivel de fosforilacién
era signifivativamente mayor en cada uno de los tratamientos respecto al control (“fold change”
=1, y p < 0.05; cuadrante superior derecho de los volcano plots de H,O, y H,O, + PJ34). Se
muestra el porcentaje de genes (eje X) para cada término identificado de GO relacionado con
procesos bioldgicos (eje Y). Solo se muestran los términos de GO mas representativos en

ambas condiciones (términos con mayor nimero de genes).
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Figura 28. Fosfopéptidos con cambios significativos en células 661W tratadas con H,O,
en presencia y ausencia del inhibidor de PARP-1. Los fosfopéptidos comunes para H,O, y
H.O, + PJ34 (con un valor de “fold change” = 1 con respecto al control y un p < 0.05 también
respecto al control, en cada tratamiento, véase texto principal, epigrafe 4.2.4) se compararon, y
se seleccionaron aquellos péptidos que mostraron diferencias significativas en el grado de
fosforilacion entre ambos tratamientos. Se detectaron un total de 40 fosfopéptidos que sufrian
cambios significativos en sus niveles de fosforilacion. A) Andlisis del motivo de fosforilacion
mas frecuente en los 40 fosfopéptidos anteriores. Se representan los aminoacidos mas
frecuentes en torno al aminoécido fosforilado (aminoacido central, posicién 0). La altura de la
letra (eje Y) es proporcional a la frecuencia de cada amino&cido, mientras que el eje X hace
referencia a la posicién del aminoacido en el motivo (N, hacia el extremo amino-terminal, y C,
hacia el extremo carboxilo-terminal). B) Representacion grafica del “fold change” de los
fosfopéptidos que mostraron fosforilacion en motivos SQ (19 fosfopéptidos de los 40
fosfopéptidos indicados anteriormente), y cuyo cambio en H,O, + PJ34 respecto a H,O, fue
significativo. C) Graficos que muestran la sefial de intensidad normalizada (NSI) de los
fosfopéptidos Brcal pS1422 y Mdc1 pS975, pertenecientes a la lista de 19 fosfopéptidos con
fosforilaciones en motivos SQ e incluidos en el grafico B. Se muestra los valores de NSI para
cada uno de los cuatro replicados bioldgicos (indicados con puntos), la media (linea horizontal)

y la SEM (***p < 0.001 respecto al control; ##p < 0.01 respecto a H,O,).
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Figura 29. Seiial de intensidad normalizada de los péptidos con fosforilacion en motivos
SQ. Graficos que muestran la sefal de intensidad normalizada (NSI) de los fosfopéptidos
pertenecientes a la lista de 19 fosfopéptidos con fosforilaciones en motivos SQ. Se muestra los
valores de NSI para cada uno de los cuatro replicados biolégicos (indicados con puntos), la
media (linea horizontal) y la SEM (*p < 0.05; **p < 0.01 y ***p < 0.001 respecto al control; #p <
0.05; ##p < 0.01 y ###p < 0.001 respecto a H,0,).
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Figura 30. Efecto de la inhibicion de PARP-1 en el ciclo celular y en la densidad celular
de la linea celular 661W. A) Histogramas representativos del analisis de ciclo celular mediante
citometria de flujo en la linea celular 661W tratada con H,O, (30 minutos) e incubada en medio
fresco 24 horas en ausencia y presencia del inhibidor de PARP-1 PJ34. Se analizaron las
distintas fases del ciclo celular (Gy, S y Go/M) en cada uno de los tratmientos. Debajo de cada
histograma se indica el porcentaje de células (media + SEM) de cada fase obtenido de tres
ensayos independientes (*p < 0.05 respecto al control, y #p < 0.05 respecto a H,0,). B)
Cuantificacion de la densidad celular tras 0, 24, 48 y 72 horas de incubacién en medio fresco
tras la exposicién con H,O, (30 minutos) de la linea celular 661W en ausencia y presencia del
inhibidor PJ34. Se muestra la densidad 6ptica obtenida tras la medida de la absorbancia a
492nm de la sulforrodamina B en cada uno de los tiempos indicados. Para cada tiempo se
muestra la media (£ SEM) de tres ensayos independientes (*p < 0.05 respecto al control y #p <

0.05 respecto a H,0,).
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Figura 31. Actividad de las quinasas ATM/ATR tras el tratamiento con H,0, e inhibicion
de PARP-1. A) Western Blot para la deteccién de sustratos fosforilados por las quinasas
ATM/ATR en la linea celular retiniana tratada con H,O, (30 minutos) e incubada posteriormente
(6 horas) en medio fresco, en presencia o ausencia del inhibidor PJ34. La cantidad de
proteinas se normalizé6 frente a p-actina. Western Blot representativo de 3 ensayos
independientes. B) Cuantificacion de los niveles de sustratos ATM/ATR mediante densitometria
de tres Western Blots independientes. Se cuantificé la misma banda (mé&s representativa) en
todos los Western Blots realizados. Las barras representan la media (x SEM) de los blots
analizados (*p < 0.05 respecto al control). C) Western Blot para la deteccion de sustratos
fosforilados por las quinasas ATM/ATR en de explantes de retina de ratén P12 tratados con
H-O. (30 minutos) e incubados posteriormente (12 horas) en medio fresco, en presencia o
ausencia del inhibidor PJ34. La cantidad de proteinas se normalizo frente a B-tubulina. Western
Blot representativo de 3 ensayos independientes D) Cuantificacion de los niveles de sustratos
ATM/ATR mediante densitometria de tres Western Blot independientes de explantes de retina.
Se cuantifico la misma banda (méas representativa) en todos los Western Blot realizados. Las

barras respresentan la media (£ SEM) de los blots analizados.
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4.3. La inhibicion de PARP-1 previene la fragmentacion mitocondrial y la
muerte celular de hepatocitos sometidos a estrés oxidativo

El higado es un 6rgano con un papel importante en la detoxificacién, por
lo que alteraciones en su composicién o dafos en sus componentes puede
ocasionar el desarrollo de patologias. Al igual que sucedia en la retina, el
estrés oxidativo juega un papel importante en el desarrollo y la progresion de
enfermedades hepaticas (Muriel, 2009). Anteriormente, en el modelo de retina,
se ha establecido que el tratamiento con peroxido de hidrogeno, agente
inductor de ROS, estimula la activacién de la enzima PARP-1, y que la
inhibicion de esta potencia la muerte celular desencadenada por dicho estrés.
Dado que la presencia de altos niveles de ROS estd asociada con procesos
degenerativos en hepatocitos, y puesto que una situacién de estrés oxidativo
puede conllevar a la activacion de PARP-1 (tal y como se ha visto en el modelo
de retina), en esta seccidbn se ha evaluado el papel de PARP-1 en la
supervivencia y funcionalidad de los hepatocitos humanos sometidos a estrés
oxidativo. Para ello, se ha utlizado la linea celular humana WRL6S,
considerada como un modelo in vitro de hepatocitos humanos (Gutierrez-Ruiz
et al., 1994), a la que se le ha sometido a un tratamiento con H2O» en presencia

0 ausencia de distintos inhibidores de PARP-1.

4.3.1. El estrés oxidativo reduce la viabilidad celular de la linea celular
hepatica WRL68

El efecto del tratamiento oxidativo sobre la viabilidad celular en las
celulas WRL68 se evalué mediante el tratamiento de las células durante 30
minutos con distintas concentraciones de H>O» y tras la posterior incubaciéon de
las mismas en medio fresco durante 24 horas (Figura 32). Al final de este
periodo se midio la viabilidad usando el ensayo MTT. Los resultados mostraron
una bajada de la viabilidad celular conforme se incrementaba la dosis de H>O»
(Figura 33A). Por ello, dicho descenso fue interpretado como dosis
dependiente, de tal manera que a concentraciones bajas y media de H>O; el
descenso en la viabilidad era menos acusado (desde 0.25 a 1 mM de H20;), en
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comparacién con el uso de dosis mas elevadas de H>O, (entre 2.5 y 5 mM)
(Figura 33A).

Con la finalidad de demostrar que el descenso en la viabilidad celular se
asociaba con la generacion intracelular de ROS inducidas con el tratamiento
con H20O,, se llevé a cabo un anadlisis de la cantidad intracelular de ROS
mediante la deteccion por citometria de flujo del compuesto fluorescente DCF
(Figura 33B). Este estudio mostré que el mayor porcentaje de células positivas
para DCF (indicativo de la presencia intracelular de ROS) se obtenian a los 15
y 30 minutos de iniciado el tratamiento con H>O, (a una concentracion de 3.5
mM); dicho porcentaje disminuia drasticamente a tiempos posteriores (Figura
33B). Asimismo, solo concentraciones de H.O, a partir de 2.5 mM fueron
capaces de generar niveles significativos de ROS durante los primeros 15
minutos de tratamiento (Figura 33C), correlacionandose estos niveles con el
descenso acusado en la viabilidad celular mostrados por estas células cuando
fueron tratadas con las concentraciones mas elevadas de peroxido (Figura
33A).

4.3.2. El tratamiento con H>O, induce la activacion de PARP-1 en las

células hepaticas

La presencia de ROS en el interior celular puede generar roturas en el
ADN que a su vez pueden desencadenar la activacion de la enzima PARP-1
(Hegedus y Virag, 2014); por ello, en el presente epigrafe se estudi6 la posible
activacion de PARP-1 en las células hepaticas sometidas al tratamiento con
H>O. mediante la deteccion por inmunofluorescencia del polimero PAR (Figura
34). En primer lugar, se establecio el tiempo 6ptimo para la visualizacion de la
actividad de PARP-1, teniendo en cuenta los resultados obtenidos en la linea
celular 661W, donde el tiempo transcurrido desde el inicio de tratamiento
oxidativo hasta la visualizacion del polimero de PAR resulté ser relativamente
corto (15 minutos). En este caso, se pudo comprobar que en las células
hepaticas la activacién de PARP-1 tras el dafio oxidativo era un proceso rapido,

semejante a lo visto en las células derivadas de fotorreceptores: el mayor
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namero de células que presentaban marcaje para el polimero de PAR se
observaron a los 15 minutos de iniciado el tratamiento (Figura 34A),
produciéndose posteriormente un drastico descenso de este marcaje. Cabe
destacar que el mayor marcaje del polimero de PAR, y por tanto la mayor
activacion de PARP-1, coincidi6 temporalmente con el periodo donde se
generd una mayor cantidad de ROS intracelular.

Una vez determinado el periodo en el que se producia la mayor
activacion de PARP-1, a los 15 minutos del tratamiento con 3.5 mM de HxO,,
se analizé el grado de activacion de PARP-1 en este tiempo utilizando distintas
concentraciones de H»O,. Estos experimentos mostraron un aumento
progresivo de la actividad de PARP-1 conforme se incrementaba Ia
concentracion de H.O. (Figura 34B), del mismo modo que sucedia con los
niveles intracelulares de ROS (Figura 33C).

En resumen, analizando los resultados anteriores se puede concluir que
el tratamiento de las células hepaticas con concentraciones bajas de H.O-
(entre 0.25 y 0.5 mM) apenas induce la formacion intracelular ROS (Figura
33C) y la activacion de PARP-1 (Figura 34B, C), generando una leve
disminucién de la viabilidad celular (Figura 33A), Por el contrario,
concentraciones elevadas de H.O» (entre 2.5 y 5 mM) inducen la formacién de
grandes cantidades de ROS (Figura 33C), que se correlacionan con una mayor
actividad de PARP-1 (Figura 34B, C) y con un descenso acusado de la
viabilidad celular (Figura 33A). De todas las concentraciones de H>O»
ensayadas, la correspondiente a 3.5 mM fue seleccionada como concentracion
a usar en los sucesivos experimentos dado que producia una fuerte activaciéon
de PARP-1, incrementaba considerablemente la presencia de ROS e inducia
notablemente una bajada de la viabilidad celular.
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4.3.3. Los inhibidores de PARP-1 y el sustrato NAD* incrementan la
viabilidad de las células hepaticas sometidas a estrés oxidativo

Como se ha comentado en la Introduccién de esta Tesis, la
sobreactivaciéon de PARP-1 ha sido relacionada con la induccién de procesos
de muerte celular (Ha y Snyder, 1999). Por tanto, a continuacién, se quiso
evaluar si dicha activacion estaba relacionada con la bajada en la viabilidad
celular observada en las células hepaticas sometidas a estrés oxidativo. Con
esta finalidad, se procedi6 a llevar cabo la inhibicion de la actividad enzimatica
de PARP-1 mediante los inhibidores farmacol6gicos PJ34 y AG14361, ambos a
una concentracion final de 1 puM, dado que concentraciones mas altas
resultaron ser por si mismas citotéxicas (Figura 35A). Previamente se evalu6
mediante inmunofluorescencia el efecto inhibitorio de estos inhibidores sobre la
actividad de poli-ADP-ribosilacion (Figura 35B). Los resultados de viabilidad
mostraron la capacidad de los inhibidores de PARP-1 para contrarrestar la
bajada de viabilidad inducida con el tratamiento con H>O,, observandose un
incremento de la viabilidad de un 27.3 £ 6.1% y 32.7 £ 5.5% cuando se usé el
inhibidor PJ34 o el AG14361, respectivamente (Figura 36A). Dada la estructura
quimica de los inhibidores (Figura 11), se quiso descartar que los efectos
observados en la viabilidad celular no se debieran a una interaccién directa de
estos con ROS, y por tanto, que estuvieran blogueando directamente la
generacion de estas especies. Por ello se cuantific6 de nuevo los niveles de
ROS en presencia de estos inhibidores, y se observo que a los 15 minutos de
iniciado el tratamiento con H.O. seguian produciéndose niveles de ROS
idénticos a los obtenidos en ausencia de los inhibidores (Figura 36B). En su
conjunto, estos resultados indican que los inhibidores de PARP-1 (PJ34 y
AG14361) incrementan la supervivencia de las células hepaticas sometidas al
tratamiento oxidativo con H»O, debido exclusivamente al bloqueo de la
actividad de poli-ADP-ribosilacion de esta enzima. Ademés, dado que el
inhibidor PJ34 es especifico tanto para la enzima PARP-1 como PARP-2, y el
AG14361 solo para PARP-1, y dado que los resultados en cuanto a la
recuperacion de la viabilidad celular son muy semejantes para ambos

inhibidores, se puede concluir que la enzima implicada en la actividad de poli-
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ADP-ribosilacién, y por tanto, responsable de la bajada de la viabilidad en las
células hepaticas es PARP-1 y no PARP-2.

Una de las vias por la que una excesiva sobreactivacion de la enzima
PARP-1 puede derivar en la muerte de la célula tiene su origen en el excesivo
consumo del sustrato NAD" que se produce en estas condiciones al activarse
PARP-1, lo que induce una situaciéon de deficiencia energética que conlleva la
muerte de la célula (Ha y Snyder, 1999). En nuestro modelo se estudié si el
incremento de la actividad de PARP-1 podria estar ocasionando una situacién
similar a la descrita anteriormente, es decir, si la bajada de viabilidad
observada en la linea celular WRL68 estaba ocasionada por una deficiencia de
NAD*. Para ello se administr6 al cultivo celular el sustrato NAD*, a una
concentracion final de 0.25 mM (Pillai et al., 2005; Zhu et al., 2016), tanto en la
etapa de tratamiento con H2O, (durante 30 minutos) como en el periodo de
post-incubacion en medio fresco (durante 24 horas), tras lo cual se analiz6 la
viabilidad celular (Figura 32). Este ensayo puso de manifiesto que la
administracion exégena de NAD®, al igual que ocurria con los inhibidores de
PARP-1, tenia un efecto positivo en la recuperacion de los valores de viabilidad
celular tras el tratamiento oxidativo (Figura 36C). Este resultado apoyaria la
hipétesis de que la activacion de PARP-1 inducida por el H,O, podria estar
causando una caida severa en los niveles intracelulares de NAD", lo cual

tendria un efecto negativo sobre la supervivencia celular.

4.3.4 La muerte celular inducida en las células hepaticas mediante el
tratamiento oxidativo posee caracteristicas de apoptosis y es
contrarrestada por el inhibidor PJ34

Un aspecto clave en este estudio era comprobar si la bajada de la
viabilidad celular tras el dafio oxidativo se correspondia con un aumento de los
procesos de muerte celular, y sobre todo, determinar qué tipo de muerte se
estaba produciendo en estas condiciones oxidativas. En este caso, la muerte
celular se determind mediante la deteccion de la traslocacién del fosfolipido
fosfatidilserina (utilizando la sonda fluorescente anexina V-FITC) y la captacion
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por parte de las células de una solucidén de ioduro de propidio, usando para ello
la citometria de flujo. Mediante esta técnica se pudo comprobar que el
descenso en la viabilidad celular tras el tratamiento oxidativo se correlacionaba
con un incremento significativo en la cantidad de células positivas para el
marcaje anexina V e ioduro de propidio, indicativo de eventos de apoptosis
tardia (Figura 37A, B); en cambio, en las condiciones oxidativas el inhibidor
PJ34 mostr6 una marcada reduccion del porcentaje de células positivas para
anexina V e ioduro de propidio (Figura 37A, B). Estos resultados indican que el
proceso de muerte celular inducido por el tratamiento oxidativo, y en el que
PARP-1 parece tener un papel relevante, presenta caracteristicas similares a la
apoptosis versus necrosis. Para probar lo anterior, se analizd ademas la
liberacion al medio extracelular de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH),
ensayo utilizado para detectar la presencia de necrosis en los cultivos celulares
(Chan et al., 2013). De esta manera se pudo comprobar que no existia una
liberacion significativa de la enzima LDH al medio extracelular cuando las
células eran sometidas al tratamiento con H>O, (Figura 37C), lo que sugiere
que este tratamiento no induce procesos de necrosis. Un dato que apoya estos
resultados es que en los citogramas de la Figura 37B apenas se observan en
las condiciones oxidativas (3.5 mM de H.0O,) células que Unicamente muestren
marcaje para el ioduro de propidio, lo que demuestra de nuevo la no existencia
de necrosis. Por otro lado, el inhibidor PJ34 tampoco afect6 a la liberacion de
LDH en estas condiciones (Figura 37C). Estos resultados muestran claramente
como la muerte celular que se produce en las células hepaticas tras el
tratamiento con H2O, es de tipo apoptética y no necrética.

4.3.5. El tratamiento oxidativo induce una fragmentacion mitocondrial en
las células hepaticas que es revertida con la inhibicion de PARP-1 y con
la administracion de NAD*

El estrés oxidativo desencadenado por altos niveles de ROS intracelular
puede producir dafos en la mitocondria y desencadenar la muerte celular (Guo
et al., 2013). Puesto que el tratamiento con H>O, en nuestro modelo generaba
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altos niveles de ROS intracelular, asi como un descenso significativo en la
viabilidad celular, se quiso determinar si en estas condiciones se estaban
produciendo alteraciones en la funcién mitocondrial que pudieran justificar los
procesos de muerte celular observados. En primer lugar, se estudié los
cambios en la morfologia mitocondrial, ya que estos se pueden relacionar con
alteraciones en su funcion mitocondrial (Galloway y Yoon, 2012), de tal manera
que una morfologia globular es indicativo de procesos de fragmentacion (o
fisibn mitocondrial) que se asocian a estados de baja fosforilacion oxidativa,
mientras que una morfologia tubular o ramificada (o fusion mitocondrial) es
indicativo de una mayor tasa de fosforilacion oxidativa, y por tanto, de una
estado energéticamente favorable en la célula. Para realizar este estudio sobre
la morfologia mitocondrial se usé el programa informatico MicroP (Peng et al.,
2011), a partir de inmunocitoquimicas tefiidas con el marcador mitocondrial
Mitotracker, tras la exposicidon de las células hepaticas al H2O, y su posterior
incubacion en medio fresco durante 2 y 4 horas. Las mitocondrias fueron
clasificadas de acuerdo a su morfologia y tamano en dos tipos principales,
mitocondrias tipo | o globulares, y mitocondrias tipo Il o tubulares (ver seccién
3.15.1 de materiales y métodos). Las mitocondrias tipo | se corresponden con
mitocondrias de pequefio tamarno, morfologia esférica o globular; mientras que
el tipo Il o mitocondrias tubulares se corresponde con mitocondrias de
morfologia alargada con presencia o no de ramificaciones. El analisis de la
morfologia mitocondrial mostré que las células sin tratar (control) presentaban
amplias redes mitocondriales organizadas a lo largo de todo el citoplasma con
una morfologia mayoritariamente de tipo tubular (tipo I, Figura 38A). Sin
embargo, 2 horas después del tratamiento oxidativo se produjeron cambios
significativos en la distribucion y morfologia mitocondrial, observandose las
mitocondrias agrupadas en la zona perinuclear y con un predominio de
mitocondrias globulares (tipo I, Figura 38A). La cuantificacién de los subtipos
mitocondriales, mostré6 que los controles presentaban un 50.1 * 1.7% de
mitocondrias tipo Il y un 48.6 £ 1.4% de mitocondrias tipo | (Figura 38B). A
diferencia de los controles, las células tratadas con H>O, mostraron un
descenso significativo en el porcentaje de mitocondrias tipo Il, observandose
solo un 33.5 £ 1.6% de mitocondrias tipo Il, y a su vez mostrando un

159



Resultados

incremento significativo del subtipo | (valor = 65.9 + 1.7%, Figura 38B). En
segundo lugar, se cuantificé el indice de elongacion de las mitocondrias, un
indicador obtenido a partir del eje mayor y menor de la mitocondria (ver seccién
3.16.1 de materiales y métodos). Respecto a este parametro, el tratamiento con
H2O- indujo un descenso significativo en este indice (Figura 38C) con respecto
al valor obtenido para la situacién control, lo que indica una disminucién en la
elongacion de las mitocondrias, compatible con una pérdida de la morfologia
tubular tras el tratamiento oxidativo. Ademas, se evalué el area de las
mitocondrias, y se observo de nuevo un descenso significativo de esta area en
las células tratadas con H>O, en comparacioén con los controles (Figura 38D).
En su conjunto, todos estos datos apoyan la hipétesis de que el tratamiento
oxidativo induce una rapida fragmentacion mitocondria que podria estar
relacionada con el descenso de NAD™ descrito anteriormente.

El analisis de los parametros anteriores a tiempos posteriores, 4 horas
después del tratamiento oxidativo, mostré un incremento mas acusado en la
cantidad de mitocondrias tipo |, asi como una mayor reduccién en el indice de
elongacion y en el area mitocondrial (Figura 39). Estos resultados muestran
que una exposicion corta de 30 minutos a altas concentraciones de HyO;
induce cambios significativos en la distribucién, morfologia y tamano
mitocondrial en las células hepaticas, apareciendo estos cambios en etapas

tempranas tras la exposicién con H>Oo.

Con la finalidad de corroborar que las ROS generadas por el tratamiento
con HxO, eran las responsables de los cambios observados en la morfologia
mitocondrial, se procedio a neutralizar las ROS y evaluar de nuevo los cambios
en la morfologia mitocondrial. Para ello se incub6 con piruvato sédico (PS),
compuesto ampliamente utilizado para la eliminacion y neutralizacién de ROS
(Hinoi et al.,, 2006; Kladna et al., 2015; Wang et al., 2007), las células
sometidas al tratamiento oxidativo con H>O,. En primer lugar, se corroboré la
capacidad del PS para neutralizar la generacion de ROS; y efectivamente, se
pudo comprobar que el PS en las células tratadas con H»O, bloqueaba de
manera efectiva la produccion de grandes cantidades de ROS (Figura 40A).

Por tanto, a continuacion, se analiz6 la morfologia mitocondrial y se observo
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qgue la presencia de PS, agente neutralizador de ROS, era capaz de disminuir
la cantidad de mitocondrias tipo | inducidas por el tratamiento con H>O, e
incrementar la cantidad de mitocondrias de tipo |lI, mostrando valores muy
similares a la situacién control (Figura 40B). Estos resultados confirman que las
ROS asociadas al tratamiento con H>O, eran capaces de generar cambios en
la distribucién, morfologia y tamafo mitocondrial en las células hepaticas,
compatibles con un proceso de fragmentacién mitocondrial, dado que la
aparicion de mitocondrias de pequefio tamano, con morfologia globular y
distribucién perinuclear se ha relacionado con eventos de fragmentacion o
fisibn mitocondrial, que cuando aparecen en exceso pueden desencadenar la

muerte de la célula (Boland et al., 2013).

A continuacién, se evalué si la inhibicion de PARP-1 era capaz de
revertir los cambios morfol6gicos inducidos en las mitocondrias tras el
tratamiento oxidativo; la inhibiciébn de PARP-1, bien con el inhibidor PJ34 o con
el AG14361, produjo a las 2 horas posteriores al tratamiento oxidativo un
notable incremento en la proporcion de mitocondrias con morfologia tubular
(tipo II) en comparacion con la situacion sin inhibidor (Figura 41A, B). Ademas,
se observé en presencia de los inhibidores una clara redistribucién de las
mitocondrias en el citoplasma celular, distribuyéndose de nuevo a modo de
redes mitocondriales por todo el citoplasma (Figura 41A). Asimismo, la
inhibicién de PARP-1 disminuyd la presencia de mitocondrias globulares (tipo 1)
tras el tratamiento con HO, (Figura 41A, B). Ademas, las mitocondrias
analizadas en presencia de los inhibidores de PARP-1 en condiciones
oxidativas mostraron un indice de elongaciéon y un area muy préximo a la
situacién control (Figura 41C, D). Por ultimo, el andlisis de la morfologia
mitocondrial en estas condiciones de inhibicion de PARP-1, pero a tiempos
posteriores de incubacién (4 horas), mostré similares resultados que los
obtenidos a tiempos mas cortos (2 horas), con la salvedad que los cambios
observados en la morfologia mitocondrial fueron mucho mas acusados (Figura
42).

Previamente se ha mostrado que la administracion exégena de NAD*

incrementa la viabilidad de las células hepaticas sometidas al tratamiento con
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H2O,, al igual que lo hacian los inhibidores de PARP-1 (Figura 36C). Por ello se
analizé también si la administracion de NAD" era capaz de revertir los cambios
observados en la morfologia y distribucion mitocondrial tras el dafo oxidativo,
comprobandose que efectivamente la administracion de NAD" revertia dichos
cambios, observandose de nuevo una distribucion homogénea de las
mitocondrias por el citoplasma celular (Figura 41A), un descenso en el
porcentaje de mitocondrias globulares (tipo 1) y un incremento en el porcentaje
de mitocondrias tubulares o de tipo Il (Figura 41B). De igual forma, el NAD"*
incrementd tanto el indice de elongacién como el area mitocondrial tras el

tratamiento con H»O, (Figura 41C, D).

Finalmente, los resultados obtenidos sobre la morfologia mitocondrial
usando el programa MicroP y las imagenes obtenidas mediante microscopia
confocal fueron corroborados mediante microscopia electronica de transmision
(MET) analizando la ultraestructura de las mitocondrias. Las micrografias
obtenidas a partir de células control mostraban mitocondrias con morfologia
mayoritariamente tubular que presentaban gran cantidad de crestas (Figura
43A, B); sin embargo, las micrografias obtenidas a partir de las células tratadas
con H>O; e incubadas posteriormente durante 2 horas mostraban mitocondrias
de pequefio tamafno con morfologia esférica y ausencia de crestas en la
mayoria de los casos (Figura 43A, B). Cuando se administrd el inhibidor PJ34 a
las células tratadas con el H,O, se pudo observar que las mitocondrias
presentaban de nuevo mitocondrias con morfologia tubular y con gran cantidad

de crestas en su interior (Figura 43A, B).

En definitiva, los resultados anteriores indican que el tratamiento
oxidativo con H»O, induce una clara fragmentacién y disfuncién mitocondrial
(motivada por la pérdida de crestas mitocondriales) en las células hepaticas,
fenémeno que es revertido tanto por los inhibidores de la enzima PARP-1 como

por la administracion exdgena de NAD™, sustrato de dicha enzima.
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4.3.6. La inhibicion de PARP-1 evita la caida de los niveles intracelulares
de ATP inducida por el tratamiento oxidativo

Un aspecto clave para determinar que en una célula se esta
produciendo una disfuncién mitocondrial es cuantificar los niveles intracelulares
de ATP, ya que si estos son bajos indicarian un incorrecto funcionamiento de
las mitocondrias, con graves consecuencias para la célula (Galloway y Yoon,
2012). Para comprobar esta posibilidad, se midieron los niveles intracelulares
de ATP en las células hepaticas, en presencia o ausencia del inhibidor
AG14361, a las 2 horas de iniciado el tratamiento oxidativo. Los resultados
mostraron una caida significativa de los niveles intracelulares de ATP tras el
tratamiento oxidativo (Figura 44A), indicativo de una alteracion en la funcion
mitocondrial; sin embargo, la administracion del inhibidor AG14361 en estas
condiciones contrarrestd significativamente dicha caida, manteniéndose dichos
valores muy proximos a la situacién control (Figura 44A). De igual forma, la
administracion exégena de NAD* mostr6 un efecto protector, restaurando los
niveles intracelulares de ATP (Figura 44B).

En resumen, estos resultados muestran como la activacion de PARP-1
durante el tratamiento oxidativo induce un proceso de fragmentacion y
disfuncion mitocondrial que culmina con la muerte de la célula. Este proceso
parece estar desencadenado por un déficit de NAD" como consecuencia de la
sobreactivacién de PARP-1. Por ello, bien la inhibicion de PARP-1 o la
administracion exégena del sustrato NAD", en estas condiciones oxidativas,

contrarresta dichos fenémenos e incrementa la viabilidad de los hepatocitos.
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Figura 32. Resumen de tratamientos y metodologia empleada en la linea celular hepatica
WRL68. La induccién de estrés oxidativo se gener6 mediante el tratamiento de la linea celular
con una Unica dosis de H>O, durante 30 minutos y su posterior incubacion en medio fresco sin
H.O.. La actividad de PARP-1 se cuantific6 durante los 30 minutos de tratamiento, y 15
minutos posteriores tras la sustitucion del medio por medio fresco. Los niveles de ROS
intracelulares se midieron durante los primeros 30 minutos de tratamiento, y hasta una hora
después del tratamiento con H,O,. La viabilidad y muerte celular se evalud 24 horas después
del tratamiento. La morfologia mitocondrial se evalué tras el tratamiento con H,O, (30 minutos)
y la posterior incubacién en medio fresco durante 2 y 4 horas. Los niveles de ATP midieron tras
el tratamiento con H.O, y la posterior incubacion de 2 horas en medio fresco. Los inhibidores
se administraron 16 horas antes del tratamiento con H,O, y estuvieron presentes durante toda
la duracion de los ensayos. La administracion exdégena de NAD®, se realizd durante el

tratamiento con H,O, y durante la posterior incubacion en medio fresco.
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Figura 33. Analisis de la viabilidad celular y la produccion de ROS tras el tratamiento con
H,0, en la linea celular WRL68. A) Viabilidad celular de la linea WRL68, medida con MTT,
tras el tratamiento con distintas dosis de H,O, durante 30 minutos, y su posterior incubacion en
medio fresco durante 24 horas. La viabilidad celular se muestra como el porcentaje de
viabilidad respecto al control (células no tratadas), el cual se considera con una viabilidad del
100%. Se muestra la media (x SEM) del porcentaje de viabilidad de tres ensayos
independientes (*p < 0.05, **p < 0.01 y ***p < 0.001 respecto al control). B) Cuantificacién de
los niveles de ROS por citometria de flujo (expresado como el porcentaje de células DCF
positivas) durante el tratamiento con H,O, (0-30 minutos) y tras el tratamiento (15 y 30 minutos
de post-incubacién en medio fresco, referidos como 45 y 60 minutos en el gréafico). Se muestra
la media (£ SEM) del porcentaje de células DCF positivas de tres ensayos independientes (*p <
0.05, **p < 0.01 y **p < 0.001 respecto al control). C) Cuantificacién de los niveles de ROS
(expresado como porcentaje de células positivas para DCF) durante los primeros 15 minutos
de tratamiento con diferentes dosis de H,O.. Se muestra la media (+ SEM) del porcentaje de

*kk

células DCF positivas de tres ensayos independientes (***p < 0.001 respecto al control).
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Figura 34. Activacion de PARP-1 tras el tratamiento con H,O, en la linea celular WRL68.
A) Cuantificacidn del porcentaje de nicleos positivos para el polimero PAR en células tratadas
con H,O; durante 0, 15 y 30 minutos, y su posterior incubacion durante 15 minutos en medio
fresco (referido como 45 minutos en el gréfico). Se cuantificaron 200 nucleos por cada
condicién tefidos con Hoechst y se calcul6 el porcentaje de nicleos positivos para polimero
PAR. Se muestra la media (+ SEM) de nucleos positivos para polimero PAR de tres ensayos
independientes (**p < 0.01 y ***p < 0.001 respecto al control). B) Cuantificacién del porcentaje
de nucleos positivos para el polimero PAR en células tratadas con diferentes dosis de H,O,
durante los primeros 15 minutos de tratamiento con H,O,. Se cuantificaron 200 nucleos por
cada condicién tefnidos con Hoechst y se calculdé el porcentaje de nucleos positivos para
polimero PAR. Se muestra la media (+ SEM) de nucleos positivos para polimero PAR de tres
ensayos independientes (*p < 0.05, **p < 0.01 y ***p < 0.001 respecto al control). C)
Inmunocitoquimica representativa que muestra los nucleos celulares tefiidos con Hoechst
(azul) y el polimero PAR (verde) de células tratadas con diferentes dosis de H,O, durante 15

minutos (barra de escala: 50 um). Imagen representativa de tres ensayos independientes.
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Figura 35. Inhibiciéon de PARP-1 en la linea celular WRL68. A) Viabilidad celular de la linea
celular WRL68, medida con MTT, tratada con distintas concentraciones de los inhibidores de
PARP-1, PJ34 y AG14361. Para ello las células fueron tratadas 40 horas con los inhibidores,
simulando las 16 horas de pretratamiento y las 24 horas posteriores al tratamiento con H,0O..
La viabilidad celular se muestra como el porcentaje de viabilidad respecto al control (células no
tratadas con inhibidor, concentracion de 0 puM), el cual se considera con una viabilidad del
100%. Se muestra la media (x SEM) del porcentaje de viabilidad de tres ensayos
independientes (*p < 0.05 respecto al control). B) Inmunodeteccién de PAR (verde) y tincién de
los nlcleos celulares con Hoechst (azul) tras el tratamiento con H,O, durante 15 min en

ausencia y en presencia del inhibidor PJ34 a una concentracion de 1 uM (barras de escala: 50

pm).
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Figura 36. Efecto de los inhibidores de PARP-1 o la administracion de NAD" en la
viabilidad celular de hepatocitos tratados con H,0,. A) Viabilidad celular de la linea celular
WRL68, medida con MTT, tras el tratamiento con H,O, durante 30 minutos, y su posterior
incubacion en medio fresco durante 24 horas. Los inhibidores de PARP-1, PJ34 y AG14361, se
administraron 16 horas previas al tratamiento y se mantuvieron durante todo el ensayo. La
viabilidad celular se muestra como el porcentaje de viabilidad respecto al control (células no
tratadas), el cual se considera con una viabilidad del 100%. Se muestra la media (+ SEM) del
porcentaje de viabilidad de cincos ensayos independientes para el inhibidor PJ34, y de tres
ensayos independientes para el inhibidor AG14361 (*p < 0.01 y ***p < 0.001 respecto al
control; ## p < 0.01 respecto a H,0O,). B) Cuantificacion de los niveles de ROS (expresado
como porcentaje de células DCF positivas) mediante citometria de flujo durante los primeros 15
minutos de tratamiento con H,O,. Los inhibidores de PARP-1, PJ34 y AG14361, se
administraron 16 horas previas al tratamiento y se mantuvieron durante todo el ensayo. Se
muestra la media (+ SEM) del porcentaje de células DCF positivas de tres ensayos
independientes (***p < 0.001 respecto al control). C) Viabilidad celular de la linea celular
WRL68, medida con MTT, tras el tratamiento con H,O, durante 30 minutos, y su posterior
incubacién en medio fresco durante 24 horas, en presencia de 250 uM de NAD". EI NAD" se
administré durante el tratamiento con H,O, y se mantuvo hasta el final del ensayo. La viabilidad
celular se muestra como el porcentaje de viabilidad respecto al control (células no tratadas), el
cual se considera con una viabilidad del 100%. Se muestra la media (+ SEM) del porcentaje de
viabilidad de cuatro ensayos independientes (***p < 0.001 respecto al control; ##p < 0.01

respecto a Hy0,).

172



Resultados

120+

e ©o o ©o o o
S ® © %
=

(jonuog 18p %) PepIIgeIA

##
e el

120+

<

T
o
o @ w0 < o~
—

(lonuoQ 13p %) PeplIgeI

+

+

H,0, (3.5 mM)
AG14361 (1 uM)

+

PJ34 (1 uM)

c © © o ©o o o
MM MW 0 w0 < (o'}
(%) seamsod 40Q se|njgd
c © © © e o o
ﬁ AUI =] w0 < (3]
(%) seamsod 40Q sene
—
om

+

AG14361 (1 uM)

+

PJ34 (1 uM)

r
o
o~
~

o

T
o o o o o
o
-

(JonuoD |19p %) pepiigeIn

H,0, (3.5 mM)
NAD" (250 pM)

173



Resultados

Figura 37. Efecto de la inhibicion de PARP-1 en la muerte celular inducida por H,O, en la
linea celular WRL68. A) La muerte celular se analizé por citometria de flujo mediante el uso de
las sondas fluorescentes anexina V-FITC e ioduro de propidio a las 24 horas del tratamiento
con H,O» en presencia o ausencia del inhibidor PJ34. Se muestra un dot plot representativo,
donde las células se encuentran distribuidas en cuatro cuadrantes (cuadrante inferior izquierdo:
células vivas; inferior derecho: células Anexina-V positivas; superior izquierdo: células IP
positivas; superior derecho: células Anexina V e IP positivas). B) Cuantificacién del porcentaje
de células apoptéticas (cuadrantes inferior y superior derecho) en células tratadas con H,O, en
ausencia y presencia del inhibidor PJ34. Células tratadas con Triton X-100 1% y STS 6 uM se
usaron como controles positivos de necrosis y apoptosis, respectivamente. Se muestra la
media (x SEM) del porcentaje de células apoptéticas de tres ensayos independientes (**p <
0.01 respecto al control; #p < 0.05 respecto a 3.5 mM de H.0,). C) Cuantificacion del
porcentaje de enzima lactato deshidrogenasa (LDH) liberada al medio extracelular, marcador
de necrosis, tras el tratamiento con H,O, en presencia y ausencia del inhibidor PJ34, y su
posterior incubacion durante 24 horas. Células tratadas con Tritén X-100 1% y STS 6 uM se
usaron como controles positivos de necrosis y apoptosis, respectivamente. Se muestra la
media (x SEM) del porcentaje de LDH liberada de tres ensayos independientes (*p < 0.05 y

*kk

p < 0.001 respecto al control).
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Figura 38. Analisis de la morfologia mitocondrial tras el tratamiento con H,O, y 2 horas
de post-incubacion. A) Imagenes de microscopia confocal que muestran células hepaticas
tefidas con la sonda mitocondrial Mitotracker (rojo) en células tratadas y sin tratar con H,O,
durante 30 minutos e incubadas posteriormente 2 horas en medio fresco. Las imagenes eran
introducidas en el programa de analisis MicroP (Peng et al., 2011), donde se segmentaban, y
finalmente, se obtenia una clasificacion en funcién de la morfologia de cada mitocondria en
seis subtipos mitocondriales diferentes (ver seccién 3.15.1 de materiales y métodos;
mitocondrias globulares pequefas, azul; globulares de mayor tamano, amarillo; tubulares
simples, verde; tubulares curvadas, naranja; tubulares ramificadas, morado, y tubulares en
forma de rosquilla, rojo; barra de escala en Mitotracker: control 5 um y 3.5 mM de H,O, 8 um;
barra de escala en la clasificacién mitocondrial: control 10 um y 3.5 mM de H>O, 18 um). B)
Cuantificacion del porcentaje de mitocondrias tipo | o globulares, y de mitocondrias tipo Il o
tubulares, tras la cuantificacion con el programa MicroP. C) Representacion del indice de
elongacion calculado como el cociente entre la longitud del eje mayor y el eje menor, ambos
valores proporcionados por el programa MicroP. D) Area mitocondrial obtenida a partir del
programa MicroP expresada en um. Tanto en B, C y D se cuantific6 un minimo 7000
mitocondrias por condicién en cada ensayo; se muestra la media (+ SEM) de tres ensayos

independientes (*p < 0.05 y ***p < 0.001 respecto al control).
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Figura 39. Andlisis de la morfologia mitocondrial tras el tratamiento con H,O, y 4 horas
de post-incubaciéon. A) Cuantificacién del porcentaje de mitocondrias tipo | o globulares, y de
mitocondrias tipo Il o tubulares, tras la cuantificacion con el programa MicroP, en células
tratadas y sin tratar con H,O, durante 30 minutos, incubadas posteriormente 4 horas y tefidas
con la sonda Mitotracker. Las imagenes eran introducidas en el programa de analisis MicroP,
donde se segmentaban, y finalmente, se obtenia una clasificaciéon de cada mitocondria, en seis
subtipos mitocondriales diferentes segun su morfologia (ver Materiales y métodos, seccién
3.15.1). B) Representacion del indice de elongacion calculado como el cociente entre la
longitud del eje mayor y el eje menor, valores proporcionados por el programa MicroP. C) Area
mitocondrial obtenida a partir del programa MicroP expresada en um. Tanto en A, By C se
cuantificd un minimo 7000 mitocondrias por condicién en cada ensayo; se muestra la media (+

SEM) de cuatro ensayos independientes (***p < 0.001 respecto al control).
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Figura 40. Neutralizacion de las ROS con piruvato sodico. A) Cuantificacion de los niveles
de ROS generados tras el tratamiento durante 15 minutos con H,O, en presencia y ausencia
de piruvato sodico 4 mM (PS). Se cuantifico el porcentaje de células DCF positivas, y se
muestra la media (+ SEM) de tres ensayos independientes (***p < 0.001 respecto al control,
###p < 0.001 respecto a H,0,). B) Cuantificacién del porcentaje de mitocondrias tipo | o
globulares, y de mitocondrias tipo Il o tubulares, tras la cuantificacion con el programa MicroP.
Se cuantificé un minimo 7000 mitocondrias por condicién en cada ensayo; se muestra la media

(x SEM) de tres ensayos independientes (*™*p < 0.001 respecto al control; ###p < 0.001
respecto a Hy0,).
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Figura 41. Efecto de la inhibicion de PARP-1 o la administracion de NAD" en la
morfologia mitocondrial tras el tratamiento con H,0, y 2 horas de post-incubacion. A)
Imagenes procesadas con el programa MicroP, tras al tratamiento con H,O, (30 minutos) en
presencia o ausencia de inhibidores de PARP-1 o NAD", su incubacién posterior de 2 horas y
tincién con Mitotracker. Se muestra la clasificacion por colores de los diferentes subtipos
mitocondriales segin su morfologia (ver seccién 3.15.1 de materiales y métodos; mitocondrias
globulares pequefas, azul; globulares de mayor tamafno, amarillo; tubulares simples, verde;
tubulares curvadas, naranja; tubulares ramificadas, morado, y tubulares en forma de rosquilla,
rojo; barra de escala en Mitotracker: 10 um). Imagenes representativas de cuatro ensayos
independientes. B) Cuantificacién del porcentaje de mitocondrias tipo | o globulares, y de
mitocondrias tipo Il o tubulares, tras la cuantificacion con el programa MicroP. C)
Representacion del indice de elongacién calculado como el cociente entre la longitud del eje
mayor y el eje menor, valores proporcionados por el programa MicroP. D) Area mitocondrial
obtenida a partir del programa MicroP expresada en um. Tanto en B, C y D se cuantificé un
minimo 7000 mitocondrias por condiciéon en cada ensayo, se muestra la media (x SEM) de
cuatro ensayos independientes (**p < 0.01 y ***p < 0.001 respecto al control; #p < 0.05, ##p <
0.01 y ###p < 0.001 respecto a H,O,).
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Figura 42. Efecto de la inhibicion de PARP-1 en la morfologia mitocondrial tras el
tratamiento con H,0, y 4 horas de post-incubacion. A) Cuantificacion del porcentaje de
mitocondrias tipo | o globulares, y de mitocondrias tipo Il o tubulares, tras la cuantificacion con
el programa MicroP, en células tratadas y sin tratar con H,O, durante 30 minutos en ausencia y
presencia del inhibidor AG14361, incubadas posteriormente 4 horas y tefiidas con la sonda
Mitotracker. Las imagenes eran introducidas en el programa de analisis MicroP, donde se
segmentaban, y finalmente, se obtenia una clasificacion de cada mitocondria, en seis subtipos
mitocondriales diferentes segun su morfologia (ver materiales y métodos, seccién 3.15.1). B)
Representacion del indice de elongacién calculado como el cociente entre la longitud del eje
mayor y el eje menor, valores proporcionados por el programa MicroP. C) Area mitocondrial
obtenida a partir del programa MicroP expresada en um. Tanto en A, B y C se cuantificd un
minimo 7000 mitocondrias por condicién en cada ensayo; se muestra la media (£ SEM) de tres

ensayos independientes (**p < 0.01 respecto al control; #p < 0.05 respecto a H,O5).
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Figura 43. Analisis de la ultraestructura mitocondrial. Imagenes de microscopia electrénica
de transmisioén (MET) de la linea celular WRL68 tratada con H,O, (30 minutos) en presencia y
ausencia del inhibidor de PARP-1, PJ34, y su posterior incubacion de 2 horas en medio fresco.
A) Secciones con una magnificacién de 4000x (barra de escala: 1 um). B) Secciones con una
magnificacion de 8000x (barra de escala: 0.5 um).
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Figura 44. Niveles intracelulares de ATP. Cuantificacion de los niveles intracelulares de ATP
tras el tratamiento con H,O, (30 minutos) y posterior incubacion en medio fresco durante 2
horas en ausencia o presencia del inhibidor de PARP-1 AG14361 (A), o del sustrato NAD" (B).
La cantidad de ATP intracelular se expresa como nmol de ATP normalizado al contenido total
de proteinas (mg) de la muestra. Se muestra la media (x SEM) de cuatro ensayos
independientes realizados con el inibidor AG14361 y tres ensayos independientes con NAD”

(*p < 0.05y **p < 0.01 respecto al control; #p < 0.05 y ##p < 0.01 respecto a H.0,).
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4.4. Analisis de los cambios inducidos por el estrés oxidativo en el
fosfoproteoma de las células hepaticas: implicaciones de PARP-1

La fosforilacién de proteinas es considerada como un mecanismo clave
para regular la actividad de cientos de proteinas implicadas en las distintas vias
de sefalizacion celular. En esta ultima seccién de resultados se ha analizado
los cambios que se producen en el fosfoproteoma de la linea celular hepética
WRL68 cuando es sometida a una situacién de estrés oxidativo. Ademas, se ha
estudiado la implicacién de la enzima PARP-1 en la induccion de estos
cambios. Para ello, se han llevado a cabo ensayos de fosfoproteémica sobre
dichas células sometidas a estrés oxidativo en varias situaciones: en ausencia
o presencia del inhibidor de PARP-1 PJ34, en condiciones donde se administrd
el cofactor NAD™ y, por Ultimo, en situaciones de silenciamiento de PARP-1.

4.4.1. La inhibicion de PARP-1 o la administracion de NAD* modifica la
expresion de fosfoproteinas inducidas por el estrés oxidativo

El analisis de fosfoprotebmica o de expresion de las proteinas
fosforiladas se realizd sobre las células WRL6E8 tratadas durante 30 minutos
con H>O» e incubadas 2 horas en medio fresco (Figura 45A); al final de este
periodo se procesaron las células para la obtencién y enriquecimiento de los
fosfopéptidos previo a su analisis mediante LC-MS/MS, tal y como se indico en
la seccion correspondiente de Materiales y Métodos. Los resultados mostraron
que el tratamiento con H2O, incrementd significativamente (p < 0.05) el grado
de fosforilacién de 1377 fosfopéptidos (mostrando un valor de “fold change” = 1
respecto a las células sin tratar o control; fosfopéptidos representados en el
cuadrante superior derecho del volcano plot de la Figura 46A), y redujo
significativamente la fosforilacién de 717 péptidos (p < 0.05; valor de ‘“fold
change” < -1 respecto a las células control; fosfopéptidos representados en el
cuadrante superior izquierdo del volcano plot de la Figura 46A).

Por otro lado, la inhibicion de PARP-1 mediante el inhibidor PJ34 tras el
dano oxidativo produjo un incremento de las fosforilaciones en 1182
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fosfopéptidos (p < 0.05; valor de “fold change’ = 1 respecto a las células
control; fosfopéptidos representados en el cuadrante superior derecho del
volcano plot de la Figura 46B) y un descenso de la fosforilaciones en 847
fosfopéptidos (p < 0.05; valor de “fold change” < -1 respecto a las células
control; fosfopéptidos representados en el cuadrante superior izquierdo del
volcano plot de la Figura 46B). Este primer analisis arroj6 datos importantes
respecto al nimero de fosfopéptidos afectados tras el tratamiento con H>O2: 19)
se produjo una reduccién de 195 fosfopéptidos en el grupo de fosfopéptidos
con fosforilacion incrementada (“fold change”= 1) en presencia del inhibidor de
PARP-1 con respecto al tratamiento oxidativo en ausencia del inhibidor, y 29)
se incrementé en 130 fosfopéptidos el grupo de fosfopéptidos cuya expresion
se veia reducida (“fold change” < -1) en presencia del inhibidor en comparacion
con el tratamiento oxidativo en ausencia del inhibidor (comparese los volcano
plots de la Figura 46A y 46B). Un segundo andlisis mostr6é que el inhibidor PJ34
era capaz de revertir el estado de fosforilacion de determinados fosfopéptidos.
Concretamente, se determind que la inhibicion de PARP-1 lograba reducir la
fosforilacién de 67 fosfopéptidos (mostrando en esta situacion valores de “fold
change” < -1 en la comparacion H.O, + PJ34 versus H.0,), los cuales
previamente tras el tratamiento con H,O, habian mostrado valores de “fold
change”z 1; igualmente, la inhibiciéon de PARP-1 incremento la fosforilacion de
3 fosfopéptidos (mostrando valores de “fold change” = 1 en la comparacion
H.O. + PJ34 versus H.O,) que previamente con el tratamiento oxidativo y en
ausencia del inhibidor PJ34 habian mostrado valores de “fold change”< -1 (ver
Tabla V del Anexo ).

En cuanto a la administracion de NAD" durante el tratamiento oxidativo,
esta también fue capaz de modificar el numero de péptidos tanto con
fosforilaciones incrementadas (mostrando valores de “fold change”= 1 respecto
a las células control) como de fosforilaciones reducidas (mostrando valores de
“fold change” < -1 respecto a las células control), detectdndose 892 y 789
fosfopéptidos respectivamente (Figura 46C), lo que indicaba que Ila
administracion de NAD™: 19) redujo en 485 péptidos el grupo de fosfopéptidos
con fosforilacién incrementada (“fold change” = 1) en comparacién al
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tratamiento oxidativo con H,O, en ausencia de NAD", y 29) increment6 en 72
péptidos el grupo de fosfopéptidos con expresion reducida (“fold change” < -1)
en comparacion al tratamiento oxidativo con H.O. en ausencia de NAD"
(comparese los volcanos plots de la Figura 46A y 46C). Al igual que el inhibidor
PJ34, la administracion de NAD™ era capaz de revertir el estado de fosforilacién
de determinados fosfopéptidos tras el tratamiento con H.O,. Concretamente, el
NAD* redujo de forma significativa la fosforilacion de 49 fosfopéptidos
(mostrando en esta situacién valores de “fold change” < -1 en la comparacién
H.O. + NAD™ versus H>0.), los cuales previamente tras el tratamiento con H>0»
habia mostrado valores de “fold change” = 1; asimismo, la administracion de
NAD" increment6 la fosforilacion de 24 fosfopéptidos (mostrando valores de
“fold change” = 1 en la comparacion H,O, + NAD" versus H>O;) que con el
tratamiento oxidativo y en ausencia de NAD" habian mostrado valores de “fold
change”< -1 (ver Tabla VI del Anexo llI).

Por tanto, los resultados anteriores indican que la inhibicion de PARP-1
o la administracion de NAD* modifican en parte el patrén de fosforilacion
inducido por el tratamiento oxidativo, y que en ciertos fosfopéptidos los cambios
inducidos en su estado de fosforilacidon pueden ser contrarrestados mediante el
inhibidor PJ34 o por la administracién de NAD".

Finalmente, se relacionaron los fosfopéptidos detectados anteriormente
con los procesos celulares en los que estos intervienen. Para ello, aquellos
fosfopéptidos que mostraron cambios significativos en su estado de
fosforilacion (con valores de “fold change”= 1 o < -1 con respecto a la situaciéon
control) fueron sometidos a un analisis de enriquecimiento de GO mediante la
herramienta bioinformatica DAVID (Huang da et al., 2009). Globalmente, los
términos resultantes de dicho andlisis que incluian un mayor numero de
fosfopéptidos en cada situacién experimental (H2O. versus control; HoO2 +
PJ34 versus control; y H.O. + NAD' versus control) fueron aquellos
relacionados mayoritariamente con el proceso biolégico de la transcripcién
(Figura 47A, B y C). Curiosamente, la inhibicion de PARP-1 o la administracion
de NAD" (Figura 47B, C) en las células sometidas a estrés oxidativo

incrementd el numero de fosfopéptidos incluidos en este proceso biolégico con
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respecto al tratamiento solo con H>O» (Figura 47A), lo que sugiere que en las
anteriores situaciones (presencia del inhibidor PJ34 o administracion de NAD™)
se estan produciendo importantes cambios en la fosforilacién de proteinas
implicadas en la regulacion de la expresion génica.

4.4.2. El silenciamiento de PARP-1 en las células hepaticas sometidas a

estrés oxidativo genera cambios en la fosforilacion de proteinas

Una vez comprobado el efecto del inhibidor de PARP-1 y de la
administracion exégena de NAD™ sobre la fosforilacién de proteinas inducidas
por el estrés oxidativo, se quiso evaluar si el silenciamiento de PARP-1 también
producia similares resultados; para ello se utiliz6 el abordaje experimental
descrito en la Figura 45B. El silenciamiento de PARP-1 se realizé mediante la
técnica de siRNA; en esta técnica ademas de usar los siRNA especificos para
PARP-1 (siPARP-1) se utiliz6 secuencias aleatorias de siRNA “Non-target”
(siNT) como controles negativos. El silenciamiento de PARP-1 se corroboré
mediante el analisis por Western Blot de los niveles de expresion de la proteina

PARP-1 (Figura 48A).

El ensayo de fosfoprotedmica utilizando el siPARP-1 en las células
hepaticas tratadas con H,O, mostré un increment6 de 210 fosfopéptidos en el
grupo de péptidos con fosforilacion reducida (1303 fosfopéptidos mostraron un
valor de “fold change” < -1; Figura 48B, cuadrante superior izquierdo) en
comparacién a lo mostrado en las células silenciadas con siNT y tratadas con
HoO,, donde 1093 fosfopéptidos mostraron un valor de “fold change” < -1
(Figura 48C, cuadrante superior izquierdo). Sin embargo, en cuanto al numero
de fosfopéptidos con fosforilaciones incrementadas, es decir, mostrando
valores de “fold change” = 1, no hubo diferencias entre ambos grupos (Figura
48B, C; cuadrantes superiores derecho), mostrando ambos practicamente el
mismo numero de péptidos con fosforilaciones incrementadas (2559 y 2558 en
siNT y siPARP-1 tras el tratamiento con H>O, con respecto a su

correspondiente control, respectivamente).
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Un andlisis mas exhaustivo para conocer qué fosfopéptidos en concreto
podrian estar revirtiendo su estado de fosforilacibn en las condiciones
oxidativas y de silenciamiento de PARP-1 mostr6 que 30 fosfopéptidos
presentaban en estas condiciones experimentales una significativa (p < 0.05) y
reducida fosforilacion (mostrando valores de “fold change” < -1 en la
comparacién siPARP-1 + H.O. versus siNT + H20,), los cuales previamente
tras el tratamiento con HxO. y en condiciones de silenciamiento con siNT
habian mostrado valores de “fold change” = 1; asimismo, el silenciamiento de
PARP-1 en condiciones oxidativas incrementé significativamente (p < 0.05) la
fosforilacién de 22 fosfopéptidos (mostrando valores de “fold change”= 1 en la
comparacién siPARP-1 + H>O. versus siNT + H2O2) que previamente tras el
tratamiento con H>O. y en condiciones de silenciamiento con siNT habian
mostrado valores de “fold change”< -1 (ver Tabla VIl del Anexo IlI).

En resumen, el andlisis de fosfoproteémica en las condiciones oxidativas
y de silenciamiento de PARP-1 mostr6 una tendencia similar a lo observado en
presencia del inhibidor PJ34 o del NAD", ya que ademas de incrementarse el
numero de fosfopéptidos que muestran fosforilaciones reducidas (fosfopéptidos
con valores de “fold change” < -1), también se observé que el siPARP-1 era
capaz de revertir parte de los cambios desencadenados por el tratamiento

oxidativo.

4.4.3. El silenciamiento de PARP-1 disminuye en las células hepaticas
sometidas a estrés oxidativo la actividad de ciertas quinasas, entre ellas
la proteina quinasa activada por AMP (AMPK)

A lo largo de los epigrafes anteriores se ha mostrado en las células
hepaticas sometidas a estrés oxidativo una relacion entre la activacién de
PARP-1 y el patron de fosforilacion de distintas proteinas. Dicha relacién puede
estar promovida por el estrés energético inducido por la sobreactivaciéon de
PARP-1, ya que como se describié en el epigrafe 4.3.5, la elevada activacién
de PARP-1 induce una caida en los niveles de ATP intracelulares, caida que

puede ser contrarrestada por la inhibicion de PARP-1 o por la administracién
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exogena de NAD" (Figura 44A, B). Ademas, tanto la inhibicion de PARP-1
como la administracion exégena de NAD™ induce cambios significativos en el
estado de fosforilacién de diversos fosfopéptidos tras el tratamiento oxidativo
(Tabla V y VI del Anexo lll). No obstante, si tenemos en cuenta que PARP-1
carece de actividad quinasa, los cambios observados en el fosfoproteoma
celular tras la activacion de PARP-1 (o como consecuencia del consumo
drastico del sustrato NAD") deben estar desencadenados por modificaciones
en la actividad de una o varias quinasas.

Para poder corroborar la hipoétesis anterior, se procedié a analizar la
actividad de las quinasas en las células sometidas al tratamiento oxidativo en
las condiciones de silenciamiento descritas anteriormente (Figura 45B). Para
ello se utilizé6 una herramienta desarrollada por el Dr. Cutillas y colaborares
(2013), que consiste en un andlisis de enriquecimiento de sustratos de
quinasas (KSEA, del inglés Kinase substrate enrichment analysis). Con esta
herramienta se puede estimar el grado de activacion de una quinasa en funcién
del nivel de fosforilacion de los sustratos presentes en la muestra analizada por
LC-MS/MS (Casado et al., 2013). El valor obtenido, denominado “KSEA score’,
nos indica el grado de activacién de la quinasa correspondiente; un valor
positivo indica un mayor grado de activacion debido a que los sustratos
analizados por LC-MS/MS presentan una mayor fosforilacion en comparacién a
la situacién control (Casado et al.,, 2013). En nuestro estudio, se incluyeron
todos los fosfopéptidos identificados y cuantificados en los ensayos de
silenciamiento para realizar el KSEA, y se seleccionaron aquellas quinasas
cuyos valores de “KSEA score” resultaron ser significativos para las células
silenciadas con siNT y tratadas con H>O. con respecto a la situacion sin
tratamiento (Figura 49A). Finalmente, se compard para cada quinasa (10 en
total) el valor del “KSEA score” en estas condiciones (siNT) con el obtenido en
las células silenciadas con siPARP-1 y tratadas con H>O. en relacién a la
situacion sin tratamiento (Figura 49A).

Respecto a las quinasas detectadas en el KSEA, las unicas que no
mostraron cambios significativos con respecto a la situacion control fueron

AMPK (también denominada como PRKAA1) y mTOR, pero solo en las células
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tratadas con H2O; en la situacion de silenciamiento con siPARP-1 (Figura 49A);
en particular, AMPK mostr6 valores inferiores de “KSEA score” en estas
condiciones oxidativas en comparacion con la condicion experimental de
silenciamiento con siNT, lo que indica que en ausencia de la proteina PARP-1
los niveles de activacion de AMPK son inferiores. En cambio, mTOR mostr6
valores ligeramente menos negativos de “KSEA score” en la condicion
experimental de silenciamiento con siPARP-1, lo que sugiere una menor
inactivacion de esta quinasa cuando PARP-1 fue silenciada.

Para corroborar lo anterior, se analiz6 el grado de fosforilacion (valor de
“fold change”) de todos los sustratos identificados mediante LC-MS/MS
pertenecientes a las quinasas AMPK y mTOR (Figura 49B, C); el silenciamiento
de PARP-1 redujo en mayor medida el grado de fosforilacién de los sustratos
para AMPK tras el tratamiento oxidativo (Figura 49B), mientras que
incrementaba en menor medida el grado de fosforilacién de los sustratos de
mTOR (Figura 49C). Ademas, se analiz6 de manera mas detallada sustratos
especificos de AMPK y mTOR (Figura 49D, E). En el caso de AMPK, se analizé
la fosforilacion de la enzima Acetil-CoA carboxilasa 1 (ACC1 o ACACA) en el
residuo serina 80 (S80) (Wei et al., 2016), y se comprob6 que este residuo en
las células tratadas con H>O, mostraba una significativa y clara reduccion en su
estado de fosforilacién cuando PARP-1 fue silenciada (Figura 49D, grafico de la
izquierda). El analisis de la fosforilacion de otro sustrato de AMPK, la proteina
activadora de GTPasa TBC1D1 (fosforilacion en la serina 237; S237) (Treebak
et al., 2014) mostr6 la misma tendencia anterior, aunque en este caso las
diferencias no fueron tan acusadas (Figura 49D, grafico de la derecha). En el
caso de los sustratos de mTOR, se analizaron las fosforilaciones en la proteina
de unién al factor eucariético de inicio de la traduccion 4E (EIF4EBP1) en las
treoninas 68 (T68) y 70 (T70) (Qin et al., 2016), y la fosforilacién en el residuo
serina 766 (S766) de la proteina LARP-1 (Fonseca et al., 2018) (Figura 49E).
En ambos casos, la fosfoproteémica mostré que el silenciamiento de PARP-1
en las células tratadas con HO. incrementd ligeramente la fosforilacién de

estos sustratos cuando se comparaba con la condicion siNT + H>O» (Figura
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49E); sin embargo, estas diferencias en ningun caso resultaron ser

significativas en el analisis estadistico.

En conjunto, los resultados anteriores indican que en las células
hepaticas sometidas a tratamiento oxidativo, el silenciamiento de PARP-1
induce una clara disminucién en la actividad de AMPK. Por otro lado, AMPK se
activa cuando los niveles intracelulares de ATP son bajos (Hardie et al., 2003;
Kemp et al., 2003). En este modelo la sobreactivacion de PARP-1 induce una
drastica bajada en los niveles de ATP (Figura 44), que es revertida con la
administracion de NAD"; por eso, se quiso evaluar si la administracién de NAD*
en las células tratadas con H»O, producia algun efecto sobre la actividad de
AMPK. Para ello se analiz6 el estado de fosforilacion del sustrato TBC1D1
(8237); los resultados mostraron que tanto el NAD* como el inhibidor PJ34
inducian una clara disminucién en el estado de fosforilacién del residuo S237
de dicho sustrato (Figura 49F), de igual manera a lo observado cuando PARP-1
era silenciada (Figura 49D, gréafico de la derecha). Por tanto, los resultados
mostrados parecen indicar que el estrés energético ocasionado por la
sobreactivacién de PARP-1 tras el tratamiento oxidativo estimula la activacion
de AMPK, y que el bloqueo de la actividad de PARP-1 reduce dicha activacion,

disminuyendo por tanto la fosforilacion de sus sustratos.

4.4.4. El silenciamiento de PARP-1 incrementa la viabilidad celular en las

células WRL68 sometidas a tratamiento oxidativo

Finalmente, tras corroborar que el silenciamiento de PARP-1 era capaz
de modificar el fosfoproteoma inducido por el tratamiento oxidativo, al igual que
lo hacia el inhibidor de PARP-1 o el cofactor NAD", se quiso comprobar que en
ausencia de PARP-1 (siPARP-1) se reprodujera el incremento de la viabilidad
observado en presencia del inhibidor PJ34 y del NAD" (Figura 36A, C) tras el

tratamiento oxidativo.

El tratamiento con H2O; en células hepaticas silenciadas con siNT indujo
una acusada bajada de la viabilidad celular (Figura 50); en cambio, el
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silenciamiento de PARP-1 (siPARP-1) en las células tratadas con H.O»
incrementd de forma significativa la viabilidad celular (Figura 50), al igual que
sucedia con los inhibidores de PARP-1 (Figura 36A), confirmando que la
sobreactivacién de PARP-1 es un factor clave en el descenso de la viabilidad

de la linea celular WRLGS8 tras el tratamiento oxidativo.
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Figura 45. Esquema de tratamiento con H,O; en la linea celular WRL68. A) La induccion
de una situacion de estrés oxidativo se gener6 mediante el tratamiento de la linea celular
WRL68 con una Unica dosis de H,O, durante 30 minutos y su posterior incubacién en medio
fresco sin H,O, durante 2 horas para su andlisis por LC-MS/MS. El inhibidor de PARP-1, PJ34,
se administré6 16 horas antes del tratamiento con H,O, y estuvo presente durante toda la
duracion de los ensayos. La administracion exégena de NAD" se realiz6 durante el tratamiento
con H,O, y posterior incubacién en medio fresco. B) El silenciamiento de la expresion de la
proteina PARP-1 se llevé cabo mediante el uso de siRNA. Para ello la linea celular WRL68 se
incub6 72 horas con el agente transfectante y el siRNA (siPARP-1 o con el control de
transfeccion, siNT). Transcurridas las 72 horas de transfeccion, se llevo cabo el tratamiento con
H.O, tal y como se ha descrito en A. Las células se incubaron 2 horas en medio fresco para su
analisis por LC-MS/MS y 24 horas para el analisis de la viabilidad celular.
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Figura 46. Fosfoproteoma celular de la linea celular WRL68 tras el tratamiento oxidativo
y/o la inhibicién de PARP-1 o la administracion de NAD". A), B) y C) Volcano plots que
muestran el grado de fosforilacién de los péptidos identificados tras el tratamiento con H,O,
(A), con H,O, en presencia del inhibidor PJ34 (H,O, + PJ34) (B) y con H,O, en presencia del
cofactor NAD* (H,O, + NAD") (C). En el eje X se muestra el grado de fosforilacion de cada
fosfopéptido identificado respecto a la condicion control en escala logaritmica de base 2
(denominado “fold change”, ver seccion 3.22.5 de Materiales y Métodos), y en el eje Y la
transformacion en escala logaritmica del correspondiente p-valor (p) obtenido mediante la
prueba T de Student (-Log10 p-valor). En azul se resaltan los fosfopéptidos con un “fold
change” respecto al control < -1 y p < 0.05. En rojo se resaltan los fosfopéptidos con un “fold
change”respecto al control = 1 y p < 0.05. Las lineas de puntos horizontales indican el limite de
significancia establecido como p < 0.05; y lineas de puntos verticales indican los valores

minimos de “fold change” considerados, 1 y -1, respectivamente.
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Figura 47. Analisis de ontologia de genes tras el tratamiento oxidativo y/o la inhibicion
de PARP-1 o la administracion de NAD*. A) Analisis de GO de los péptidos cuya fosforilacion
se veia afectada significativamente por el H,O, con respecto al control (“fold change”= 1y “fold
change” < -1 con respecto al control y p < 0.05; cuadrantes superiores izquierdo y derecho del
volcano plot de la figura 46A). Se representan los términos significativos relacionados con
procesos bioldgicos con mayor numero de péptidos identificados por término. B) Andlisis de
GO de los péptidos cuya fosforilacion se veia afectada significativamente por el H,O, + PJ34
con respecto al control (“fold change”= 1y “fold change”< -1 con respecto al control y p < 0.05;
cuadrantes superiores izquierdo y derecho del volcano plot de la figura 46B). Se representan
los términos significativos relacionados con procesos biol6gicos con mayor niumero de péptidos
identificados por término. C) Analisis de GO de los péptidos cuya fosforilacion se veia afectada
significativamente por el H,O, + NAD* con respecto al control (“fold change”z 1 y “fold change”
< -1 con respecto al control y p < 0.05; cuadrantes superiores izquierdo y derecho del volcano
plot de la figura 46C). Se representan los términos significativos relacionados con procesos

biol6gicos con mayor nimero de péptidos identificados por término.
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Figura 48. Fosfoproteoma de la linea celular WRL68 tras el silenciamiento de PARP-1 y el
tratamiento oxidativo. A) Western Blot para la deteccion de la expresién de PARP-1 en
células tratadas con siRNA. siNT, siRNA control negativo y siPARP-1, siRNA para PARP-1.
Imagen representativa de tres ensayos indepentientes. La cantidad de proteinas se normalizé
frente a B-actina. B) y C) Volcano plots que muestran el grado de fosforilacion de los péptidos
identificados tras el tratamiento con H,O, en el control de la transfeccion (siNT + H,O,, B) y en
células con PARP-1 silenciada (siPARP-1 + H;O,, C). En el eje X se muestra el grado de
fosforilacion de cada fosfopéptido identificado respecto a la condicion control en escala
logaritmica de base 2 (denominado “fold change”), y en el eje Y la transformaciéon en escala
logaritmica del correspondiente p-valor (p) obtenido mediante la prueba T de Student (-Log10
p-valor). En azul se resaltan los fosfopéptidos con un “fold change” respecto al control < -1y p
< 0.05. En rojo se resaltan los fosfopéptidos con un “fold change” respecto al control 21 y p <
0.05. Las lineas de puntos horizontales indican el limite de significancia establecido como p <
0.05; y lineas de puntos verticales indican los valores minimos de “fold change” considerados,

1y -1, respectivamente.
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Figura 49. Evaluacién de la actividad de quinasas tras el silenciamiento de PARP-1 y el
tratamiento oxidativo. A) Estimacién de la actividad de quinasas en la linea celular WRL68
tratada con H.O, con/sin silenciamiento de PARP-1 (siNT y siPARP-1, respectivamente),
obtenida mediante el analisis KSEA de los datos de fosfoprotedmica (ver seccion 3.22.6 de
materiales y métodos). Se muestra el “KSEA score” de cada quinasa obtenido para células
tratadas con siNT + H,O,, y se compara con el correspondiente “KSEA score” obtenido en
células tratadas con siPARP-1 + H.O, (*p < 0.05 respecto a su correspondiente control). B y C)
Representacion del “fold change” respecto a su correspondiente control de cada uno de los
sustratos identificados para las quinasas AMPK (PRKAA1) y mTOR en células tratadas con
siNT + H,O, o con siPARP-1 + H,O,. D) Gréaficos que muestran la sefal de intensidad
normalizada (NSI) de los fosfopéptidos de dos sustratos representativos de la quinasa AMPK,
la enzima Acetil-CoA carboxilasa 1 (ACC1 o ACACA) fosforilada en la serina 80 (S80) y la
proteina activadora de GTPasas TBC1D1 fosforilada en la serina 237 (S237). Se muestra la
sefal de intensidad de cada uno de los replicados biologicos (indicada con puntos), la media
(linea horizontal) y la SEM (**p < 0.01 y ***p < 0.001 respecto al control o entre la comparacion
indicada). E) Graficos que muestran la sefal de intensidad normalizada (NSI) de los
fosfopéptidos de dos sustratos representativos de la quinasa mTOR, la proteina de unién al
factor eucariético de inicio de la traduccién 4E (EIF4EBP1) fosforilada en los residuos de
treonina 68 y 70 (T68 y T70, respectivamente), y la proteina LARP-1 fosforilada en la serina
766 (S766). Se muestra la sefal de intensidad de cada uno de los replicados biolégicos
(indicada con puntos), la media (linea horizontal) y la SEM (*p < 0.05 y **p < 0.01 respecto su
correspondiente control). F) Gréaficos que muestra la senal de intensidad normalizada (NSI) de
la proteina activadora de GTPasas TBC1D1 fosforilada en la serina 237 (S237) tras el
tratamiento oxidativo en presencia o ausencia del inhibidor de PARP-1, PJ34, o el sustrato
NAD®. Se muestra la sefial de intensidad de cada uno de los replicados biolégicos (indicada

con puntos), la media (linea horizontal) y la SEM (**p < 0.01 respecto al control).

202



Resultados

A) B) sustratos AMPK
57 media=062 media=0.27
*%
SRC 4 A
A
—~ 34
*
MAPK14 2 A
r 2 :-
o
8) 1 N AA I.
FO I .=
* %
N =
g Al as m
PRKAA1 (AMPK) S5 44 .
o A
[s] |
I .24
PRKACA
-3 [ )
A A SINT+ H,0,
iPARP-1 + H,0,
GSK3A -4- W 22
*%
C) sustratos mTOR
CDK1 104
media=-0.42
MTOR .
S 51 media=-0.39 u
®
4
CDK2 Y A
** 8 aata ol L
= A, A,
0-
[}]
*% i
GSK3B (=] s!NT % w
*% =3 siPARP-1 o A T
) T T T L] O
-4 2 0 2 4 2 5 -
w7 ]
KSEA score H,0, versus control
[ | A SINT+ H,0,
104 B SiPARP-1+ H,0,
D) ACC1 (S80) TBC1D1 (S237)
15 —= 20
ek Sk @ SsiNT + control
15 @ SsiPARP-1 + control
1.0 INT + H.0
2 A 2 10 % : z:PARP 1+ H,0
- 22
05 >
05
0.0 0.0
E) EIF4EBP1(T68); (T70) LARP1 (S766)
15.0 25.0
.
20.0 @ siNT + control
100 %_ % @ siPARP-1 + control
— g — 15.0 _%_ ] .
% ek % * A siNT +H,0,
50 *ax 10.0 % % B siPARP-1+ H,0,
= ¥ 50 ry
0.0 0.0
F) TBC1D1 (5237)
4.0 o
A @® Control
3.0 A H0
- % B H0, + PJ34
Zz 20 % ® H,0, + NAD"*
[ A
1o ¥
5 ¥
0.0

203



Resultados

1201

100+

o
<

Viabilidad (% del control)
B (o))
< <

20+

Figura 50. Efecto del silenciamiento de PARP-1 sobre la viabilidad celular de la linea
WRL68 tras el tratamiento oxidativo. A) Viabilidad celular, medida con MTS, de la linea
celular WRL68 transfectada con siNT o siPARP-1, y tratada con H,O, durante 30 minutos e
incubada en medio fresco durante 24 horas. La viabilidad celular se muestra como el
porcentaje de viabilidad respecto al control (células no tratadas), el cual se considera con una
viabilidad del 100%. Se muestra la media (+ SEM) del porcentaje de viabilidad de cuatro

ensayos indepentientes (*p < 0.05 respecto al siNT + control o entre la comparacién indicada).
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En la presente Tesis doctoral, en primer lugar, se ha evaluado la
presencia de danos oxidativos durante el desarrollo postnatal de la retina de
raton, relacionando dicho dafo con la actividad de PARP-1 y con la presencia
de y-H2AX. Ademas, se muestra la dualidad del enzima PARP-1 ante
situaciones inducidas de dafno oxidativo, tomando como modelo la retina de
raton y el cultivo in vitro de hepatocitos humanos. Por un lado, en los cultivos
organotipicos de retina de raton y en la linea celular retiniana murina 661W
(derivada de fotorreceptores) el uso del inhibidor de PARP-1 PJ34 conlleva a
una potenciacion del dafo inducido en el ADN con el tratamiento oxidativo,
incrementando finalmente los eventos de muerte celular. Asimismo, se observa
un incremento de la activacién de enzimas implicadas en la respuesta al dafo
en el ADN, como ATM y ATR. En este caso la inhibicién de PARP-1 se realiz6
con el inhibidor PJ34, capaz de inhibir el proceso de poli-ADP-ribosilacidén tanto
de PARP-1 como de PARP-2. Dado que hasta el 90% de la formacién de
polimero PAR es atribuida a la actividad de PARP-1 (Shieh et al., 1998)
consideramos a lo largo de esta Tesis que los efectos observados al usar el
inhibidor PJ34 se deben principalmente al bloqueo de la actividad de PARP-1.
En cambio, en el modelo in vitro de hepatocitos humanos (linea celular
WRL68), la inhibicion de PARP-1 confiere proteccion al dafo inducido,
reduciéndose en este caso los eventos de muerte celular desencadenados por
la presencia de ROS. En este modelo se utilizé el inhibidor PJ34, asi como el
inhibidor especifico de PARP-1 AG14361 (Calabrese et al.,, 2004),
obteniéndose los mismos resultados, lo que sugeria que dichos efectos
dependerian de la actividad de PARP-1. Por otro lado, el papel protector
observado se debe a que la inhibicion de PARP-1 previene la caida de los
niveles de NAD" producida por una activacién excesiva de PARP-1. El
mantenimiento de los niveles de NAD", bien por la inhibicion de PARP-1 o por
la propia administracion de NAD®, contribuye a reducir los fendmenos de
fragmentacién mitocondrial y de disfuncién mitocondrial desencadenados por el
estrés oxidativo. Ademas, tanto la inhibicion de PARP-1 como su silenciamiento
son capaces de revertir los cambios en el fosfoproteoma celular
desencadenados por la activacion de PARP-1 tras el tratamiento oxidativo; la
administracion de NAD™ también produjo en el fosfoproteoma un efecto similar
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al observado tras el bloqueo de la actividad de PARP-1. Por tanto, esto indica
que el estrés energético ocasionado por la disminucién de los niveles de NAD*
tras la activacion de PARP-1 ante el tratamiento oxidativo podria ser el
responsable de los cambios observados en el fosfoproteoma; dicho estrés
modularia ademas la actividad de una o varias quinasas, entre ellas AMPK,
crucial en este tipo de respuestas. El silenciamiento de PARP-1 también result6
en un incremento de la viabilidad celular tras el tratamiento oxidativo, de igual
manera a lo obtenido con los inhibidores PJ34 y AG14361, confirmando que los

efectos observados dependian de la actividad de PARP-1.

Estas observaciones ponen de manifiesto el doble papel de la activacion
de PARP-1 en la modulacién de la respuesta al dano oxidativo; ante un
estimulo similar, el tratamiento con H>O,, el efecto de los inhibidores de PARP-
1 pueden tener un papel perjudicial o beneficioso dependiendo de la naturaleza
del sistema objeto de estudio. Ademas, se pone de manifiesto que la actividad
y respuesta de PARP-1 ante estas situaciones abarca muchos mas aspectos
de los estudiados hasta la fecha, reflejando la complejidad de la funcion de
PARP-1 y su interconexién con otras rutas de sefalizacion.

5.1. Activacion de PARP-1 y dafo oxidativo durante el desarrollo
postnatal de la retina de ratén

Este estudio muestra que durante la primera semana de desarrollo
postnatal de la retina de raton apenas existen dafios oxidativos, pero sin
embargo, éstos se incrementan de manera progresiva a partir del dia 14 de
desarrollo. Hay que tener en cuenta que en los ratones durante la segunda
semana de desarrollo postnatal la retina comienza a estar expuesta a nuevos
estimulos, especialmente a partir del estadio P14, cuando los ojos comienzan a
abrirse y la retina es estimulada por primera vez por la luz (Hoffpauir et al.,
2009; Rodgers et al., 2016). Estas nuevas condiciones podrian ser en parte
responsables del incremento del dafo oxidativo observado a partir de este
estadio, dado el inicio de los procesos de fototransduccién. Por otro lado, la
acumulacion de dafo oxidativo a lo largo de la vida de los organismos es
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responsable del deterioro de los componentes celulares y del envejecimiento
(Hamilton et al., 2001; Ishii, 2000), hecho que podria justificar el incremento del
dano oxidativo observado a lo largo del desarrollo postnatal de la retina y en el
estadio adulto (P60).

La presencia en la retina de estrés oxidativo y de dafno en el ADN
también estan relacionados con la progresién de patologias en la retina como
la retinopatia diabética, la degeneracién macular asociada a la edad u otros
desérdenes degenerativos (Beatty et al., 2000; Komeima et al., 2006; Kowluru
et al., 2003). Precisamente, uno de los mecanismos propuestos en la patogenia
de estas enfermedades sugiere que el estrés oxidativo genera un dafo en el
ADN que desencadena procesos de apoptosis (Carmody y Cotter, 2000;
Sanvicens et al.,, 2004). Ante estas evidencias se ha planteado el uso de
antioxidantes para retrasar la progresion de estas enfermedades (O'Driscoll et
al., 2011; Payne et al.,, 2014). De hecho, la sobreexpresion de la enzima
MnSOD protege frente al dafo oxidativo en retinas diabéticas (Kanwar et al.,
2007; Kowluru et al., 2006a; Kowluru et al., 2006b). Nuestras observaciones
muestran un incremento de la expresion de la enzima MnSOD a partir de la
segunda semana de desarrollo postnatal, sin embargo, los niveles de dafo
oxidativo no se ven reducidos a lo largo del desarrollo postnatal. Estos
resultados podrian indicar que los niveles de MnSOD no son suficientes para
reducir el dafo oxidativo que acontece en la retina postnatal. Ademas, en la
retina en desarrollo se ha observado un incremento en la produccién de H.O»
por la enzima MnSOD junto con un descenso en la actividad de la catalasa
(Liles et al., 1991), lo que podria sugerir que la presencia de ROS es necesaria
para el desarrollo y maduracién de la retina, tal y como se ha visto en otras
regiones del SNC (Massaad y Klann, 2011; Sunico et al., 2005).

PARP-1 se activa en respuesta a danos en el ADN, tanto SSBs como
DSBs (De Vos et al.,, 2012); reconoce dichos danos y participa en el
reclutamiento y activacién de la maquinaria de reparacién (Dantzer et al., 2000;
de Murcia et al., 1997; Trucco et al.,, 1998). En nuestras observaciones, la
actividad de PARP-1 es notable durante la primera semana de desarrollo

coindicidiendo con el periodo donde el dafio oxidativo es reducido, lo que
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sugiere que la actividad de PARP-1 estaria contribuyendo a mantener el dafno
oxidativo reducido gracias a una reparacién efectiva del dafio en el ADN, tal y
como se ha visto en otros modelos (Swindall et al., 2013). Otros autores
muestran que una actividad excesiva de PARP-1 puede contribuir a la muerte
de la retina en situaciones patologicas, ya que estaria promoviendo la muerte
celular en vez de la reparacién del dafo (Li y Osborne, 2008; Obrosova y
Julius, 2005; Paquet-Durand et al., 2007; Weise et al., 2001). Estas evidencias
sugieren que ante un dafno moderado, tal y como sucede en situaciones
fisiolégicas, PARP-1 promoveria la reparacion del dafo, mientras que una
activacién excesiva conduciria a la muerte celular (Ha y Snyder, 1999;

Kauppinen y Swanson, 2007; Virag y Szabo, 2002).

Durante los procesos de diferenciacion celular tienen lugar
reestructuraciones de la cromatina que pueden dar lugar a la generacién de
DSBs (Falk et al., 2010; Falk et al., 2014). Concretamente, durante el desarrollo
del sistema nervioso se genera dano en el ADN como consecuencia del estrés
replicativo que ocurre durante los fendmenos de neurogénesis (McKinnon,
2013). En concordancia con esta idea, Baleriola y colaboradores (2010)
muestran un incremento de y-H2AX, marcador de DSBs, a lo largo del
desarrollo embrionario y en las etapas tempranas de desarrollo postnatal de la
retina de raton, sugiriendo que la presencia de DSBs se asocia a los procesos
de diferenciacién que acontecen en la retina en estos estadios. Nuestro estudio
extiende dichas observaciones mostrando que la expresion de y-H2AX
incrementa a lo largo del desarrollo postnatal de la retina hasta el dia 21 de
desarrollo postnatal, descendiendo en etapas posteriores. Este incremento de
y-H2AX observado durante la segunda semana de desarrollo postnatal podria
deberse a la generacién de dafos en el ADN durante los procesos de
diferenciacion que acontecen durante estas etapas, ya que el descenso de los
niveles de y-H2AX a partir del dia 21 coincide con el periodo en el que la gran
mayoria de las células retinianas se encuentran ya diferenciadas y han
comenzado a establecer la sinaptogénesis (Tian, 2011; Xu y Tian, 2004).

Cabe destacar que a lo largo del desarrollo postnatal las células cuentan

con toda la maquinaria necesaria para la reparacién del ADN, observandose un
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descenso en la disponibilidad de esta una vez que se ha alcanzado el grado de
diferenciacion (Barzilai et al., 2008; Fortini et al., 2013). Nuestras
observaciones, muestran un descenso en la actividad de PARP-1 a partir del
estadio P7, periodo que se corresponde con la aparicién de marcadores de
diferenciacion en la retina y el inicio del establecimiento de las capas definitivas
de esta (Sharma et al., 2003). Estos datos sugieren que a partir del estadio P7
se iniciaria un descenso en la expresion o activacion de proteinas implicadas
en la de reparacion del dafno, entre las que se encuentra PARP-1, al iniciarse el
establecimiento de las capas definitivas de la retina. No obstante, aqui
mostramos que el descenso de la actividad de PARP-1 coincide con el
incremento en la expresién de la histona y-H2AX. Es importante tener en
cuenta que el estado maduracion definitivo de la retina no se alcanza hasta
semanas después del establecimiento de las capas de la retina (Nguyen-Ba-
Charvet y Chedotal, 2014), por lo que a partir de la segunda semana de
desarrollo continlan existiendo procesos de diferenciacion que podrian dar
lugar a la aparicibn y acumulacion de DSBs. De hecho, nuestros datos
muestran que los niveles de y-H2AX se incrementan cuando la actividad de
PARP-1 desciende, y se mantienen elevadas hasta el estadio P21, cuando
gran parte de las células de la retina se encuentran diferenciadas (Tian, 2011;
Xu y Tian, 2004). Estas observaciones sugieren que el incremento de y-H2AX
observado puede deberse a una incorrecta reparacién del dafo originado
durante los procesos de diferenciacion que aun tienen lugar en estas etapas de

desarrollo, debido en parte a la ausencia de la actividad de PARP-1.

Por otro lado, gran parte de los nudcleos positivos para y-H2AX
observados en el dia 14 de desarrollo postnatal no presentan caracteristicas de
nucleos en procesos de muerte celular (tales como picnosis 0 marcaje positivo
para TUNEL), lo que indicaria que el marcaje de y-H2AX estaria mas bien
relacionado con eventos de reparacion del dafno que con procesos de muerte
celular. En cambio, en P7, una alta proporcion de nulcleos que muestran
marcaje para y-H2AX son también positivos para TUNEL, lo que indica que en
este estadio gran parte de los nucleos con dafio en el ADN (del tipo DSBs)

inician un proceso de muerte celular. Ademas, en P14, aunque los eventos de

211



Discusion

muerte siguen produciéndose, estos son menores en comparacién con los
estadios anteriores (Martin-Oliva et al., 2011), sugiriendo que durante el
desarrollo postnatal de la retina de ratén se producen dos tipos de muerte
celular, una dependiente de la generacion de DSBs (en P7), y otra
independiente (en P14).

En resumen, durante el desarrollo postnatal de la retina de ratén se
produce un aumento del dafo oxidativo coincidiendo con el descenso de
mecanismos implicados en la reparacién del dafno en el ADN, entre ellos
PARP-1.

5.2. Inhibicion de PARP-1, dainos en el ADN y muerte celular en la retina
sometida a estrés oxidativo

El estrés oxidativo parece tener un papel importante en el desarrollo de
ciertas patologias en la retina (Masuda et al., 2017). Asimismo, aquellos
estimulos con capacidad de inducir dafos en los fotorreceptores pueden
originar situaciones de estrés oxidativo en la retina, generando dafos en el
ADN, peroxidacién lipidica y nitrosilacién de proteinas (Lohr et al., 2006),
fendmenos observados en modelos de degeracion retiniana (Shen et al., 2005).
En esta Tesis doctoral se evalud, en segundo lugar, la respuesta de los cultivos
organotipicos de retina de raton, asi como de la linea celular 661W (derivada
de fotorreceptores), al tratamiento con un agente inductor de ROS, y se
determiné el papel que podria estar ejerciendo PARP-1 en la modulacién de

dicha respuesta.

El tratamiento oxidativo mediante el uso del H.O, como agente inductor
de estrés oxidativo en los explantes de retina y en las células 661W se llevo a
cabo como un intento de reproducir la situacién de estrés oxidativo a la que
estan sometidos los fotorreceptores durante el desarrollo de enfermedades
retinianas (Nishimura et al., 2017). En los explantes de retina el tratamiento con
HoO- resulté en un incremento de los eventos de muerte celular. Sin embargo,
a diferencia de lo observado en algunos modelos de degeneracion retiniana
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(Sahaboglu et al., 2016), la inhibicion de PARP-1 no reducia los eventos de
muerte celular, sino que dichos fendmenos se veian potenciados; la inhibicién
de PARP-1 incrementaba el porcentaje de células apoptoticas y el nimero de
nucleos TUNEL positivos, especialmente en la capa nuclear externa, donde se
encuentran los nucleos de los fotorreceptores. Estos resultados indican un
papel perjudicial de los inhibidores de PARP-1 sobre la viabilidad de los

fotorreceptores de las retinas sometidas a estrés oxidativo.

La inhibicion de PARP-1 incrementd de igual manera la expresion de y-
H2AX en la CNE, indicativo de la presencia de un mayor dafo de doble cadena
en el ADN; fendmeno que mostr6é una tendencia similar a lo observado durante
el desarrollo postnatal de la retina cuando la actividad de PARP-1 era reducida.
Gran parte del dario en el ADN y del marcaje TUNEL se observé en los nucleos
de la CNE de los cultivos organotipicos, sugiriendo que el dafio en el ADN y la
muerte celular se podrian estar exacerbando en la capa donde se situan los
nucleos de los fotorreceptores. Dado que la retina estd constituida por
diferentes tipos celulares, se seleccioné la linea celular 661W, la cual exhibe
caracteristicas propias de los conos de la retina (Tan et al., 2004), para llevar a
cabo un estudio mas exhaustivo de los cambios observados tras la inhibicién
de PARP-1. Por eso, el tratamiento de la linea celular 661W con HO; se
emple6 como modelo in vitro de dafo oxidativo en fotorreceptores
(Kunchithapautham y Rohrer, 2007).

En general, el tratamiento de las células con H,O; genera roturas en el
ADN, y por tanto, induciendo lesiones que favorecen el inicio de una cascada
de senalizacién de respuesta al dano inducido en el ADN, para de este modo,
intentar contrarrestar los dafnos ocasionados por las ROS y evitar la transmisién
de dichos daros a las células hijas (Hoeijmakers, 2001). En esta cascada de
sefalizacion se produce la fosforilacion de diversas proteinas, entre ellas la
histona y-H2AX, en residuos SQ por parte de las quinasas ATM y ATR
(Marechal y Zou, 2013). Los estudios de fosfoprotedmica realizados sobre la
linea celular 661W mostré que el tratamiento con H,O, producia un ligero
incremento en la fosforilacibn de ATM en la serina 1987, fosforilacidén

relacionada con su activacion (Pellegrini et al., 2006), potenciandose esta tras
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la inhibicion de PARP-1 (Tabla Il, Anexo IIl). Cabe destacar que ATM es una
enzima que responde a DSBs (Paull, 2015), por lo que los resultados aqui
indicados sugieren que en presencia del inhibidor de PARP-1 se estaria
incrementado la cantidad de DSBs tras el tratamiento oxidativo.

Como ya se mencioné anteriormente, uno de los sustratos de ATM es la
histona y-H2AX, la cual es fosforilada en la serina 139 en respuesta al dafio en
el ADN (Podhorecka et al., 2010); esta modificacion facilita el reagrupamiento
de las proteinas implicadas en la reparacién del dafo en la zona de la lesion.
De hecho, se considera a y-H2AX como un marcador de DSBs en el ADN,
aunque también esta involucrada en otros procesos biolégicos relacionados
con el control de la division celular (Savic et al., 2009; Turinetto y Giachino,
2015). Siguiendo la misma tendencia mostrada en los explantes de retina
tratados con H2O,, el analisis de fosfoproteémica en la linea 661W mostré un
incremento de la fosforilacion de y-H2AX en la S139 (indicada como S140 al
tener en cuenta la metionina iniciadora) cuando PARP-1 era inhibida. Lo mismo
sucedia con otros sustratos de ATM, entre ellos BRCA1 y MDC1, en los que se
observé un incremento de la fosforilacién en residuos SQ cuando PARP-1 era
inhibida. BRCA1 y MDC1 son proteinas involucradas en la respuesta al dafo
en el ADN y en el control del ciclo celular (Traven y Heierhorst, 2005). En
concreto, BCRA1 es fosforilada en residuos SQ por ATM en respuesta a DBSs
y por ATR en respuesta a otro tipo de lesiones (Gatei et al., 2001). En nuestro
estudio se observo un incremento significativo de la fosforilacion de BRCA1 en
la serina 1422 (S1422) ante la inhibicion de PARP-1, fosforilacién asociada con
el papel de BRCA1 en la regulacién de la parada del ciclo celular en la fase
Go/M (Traven y Heierhorst, 2005; Xu et al., 2002). En el caso de MDC1, se
observd un incremento de la fosforilacion en la serina 975 y en la treonina 325,
aunque en este caso no estan descritas las posiciones concretas de
fosforilacion por parte de ATM/ATR (Traven y Heierhorst, 2005). Estas
observaciones parecen indicar que la inhibicion de PARP-1 potencia la
respuesta celular al dafio en el ADN inducida por el tratamiento oxidativo en la
linea 661W, debido principalmente a un incremento de la actividad de las
quinasas ATM/ATR.
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El tratamiento con H>O, produce mayoritariamente SSBs a
concentraciones intermedias (alrededor de 0.5 mM), mientras que a
concentraciones elevadas (superiores a 50 mM) predomina la formacién de
DSBs (Dahm-Daphi et al., 2000; Driessens et al., 2009). Ademas, esta
demostrado que el tratamiento con H>O. induce la activacién de PARP-1
(Bakondi et al., 2002; Zhang et al., 2007). Aunque PARP-1 es capaz de
reconocer DSBs (Beck et al., 2014), son las SSBs las que mayoritariamente
son detectadas por PARP-1, desencadenando su activacion y la poli-ADP-
ribosilacién de proteinas implicadas en la reparacion del dafio (De Vos et al.,
2012; Morgan et al., 2014). En el caso de la presencia de DSBs, estas son
detectadas por ATM/ATR, llevando a cabo la fosforilacion de sustratos
implicados en la DDR, como BRCA1 y MDC1 (Traven y Heierhorst, 2005).
Entonces, los tratamientos oxidativos realizados con el H>O,, tanto en
explantes de retina (a una concentracién de 3.5 mM) como en la linea celular
661W (a una concentracién de 1 mM), estarian desencadenando la activacién
de PARP-1 gracias a la generacién de SSBs; si estas roturas no son reparadas
correctamente por la célula, en el siguiente ciclo de replicacion del material
genético o debido a los procesos de transcripcion se convierten en DSBs
(Lindahl et al., 1995; Woodbine et al., 2011), con graves consecuencias para la
supervivencia celular. En este sentido, se ha descrito que la inhibicion de
PARP-1 reduce la correcta reparacion de las SSBs, lo que resulta en la
formacién de DSBs, y en una mayor susceptibilidad al dafio en el ADN inducido
por el H,O. (Smith et al., 2016). En relacién a estas observaciones, Aguilar-
Quesada y colaboradores (2007) muestran que una inhibicién prolongada de
PARP-1 también induce la formacién de DSBs asi como una activaciéon de
ATM. En concordancia con estos estudios, nuestras observaciones también
muestran un mayor dafo de doble cadena en el ADN (tanto en los explantes de
retina como en la linea celular 661W), asi como un mayor grado de
fosforilacién de los sustratos de ATM/ATR en presencia del inhibidor de PARP-
1. Estos resultados parecen indicar que las SSBs generadas por el tratamiento
con H2Oz no serian reparadas cuando PARP-1 estd inhibida, convirtiéndose en
DSBs; lo anterior promoveria la activacion de ATM y la fosforilacion de
proteinas implicas en la DDR, cuya consecuencia seria el aumento observado
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en la parada del ciclo celular (en las células 661W) y en la muerte celular de la
retina neural (Figura 51A). Otros estudios sugieren una regulacién negativa
entre PARP-1 y ATM. Watanabe y colaboradores (2004) en sus estudios
indican que PARP-1 ejerceria una regulacién negativa sobre ATM, modulando
su activacién, de tal forma que la inhibicion de PARP-1 eliminaria dicho control
y permitiria la activacion de ATM en respuesta a DSBs. Aguilar-Quesada vy
colaboradores (2007) también muestran que la inhibicion de PARP-1 resulta en
la activacion de ATM, apoyando la teoria de Watanabe y colaboradores (2004).
En nuestro modelo, la inhibicion de PARP-1 también podria estimular la
activacion de ATM, y en tal caso, incrementédndose la fosforilacion de proteinas
implicadas en la DDR, lo cual afectaria a la supervivencia de los
fotorreceptores (Figura 51B).

A) B)
ROS

SSBs

1 [
EETTT
PARP-1 SSBs transformadas en DSBs DSBs PARP-1
[ y por la inhibicién de PARP-1 | | — — y |
- (ATM ) ATM
iRZ';T?:f:zn l—lnhibicién T Regulacién I
de PARP-1 negativa
T T
S |
. Inhibicién
BRCA1 de PARP-1  grca1
MDC1 MDC1
Parada de ciclo celular (células proliferativas) Parada de ciclo celular (células proliferativas)
Disminucién del crecimiento celular Disminucion del crecimiento celular
Muerte celular Muerte celular

Figura 51. Papel de PARP-1 en la retina neural sometida a estrés oxidativo. A) El
tratamiento con H,O, favorece la formacion de SSBs en el ADN de las células que componen
la retina, en concreto, en los fotorreceptores. Estas SSBs son detectadas por PARP-1, que tras
su activacion, lleva a cabo la modificacién y activacion de proteinas involucradas en la
reparaciéon del dafo en el ADN. El uso de inhibidores de PARP-1 impide la activacion de las

proteinas implicadas en la reparacién del dafio. Como consecuencia las SSBs no son
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reparadas y se convierten en DSBs. La presencia de DSBs estimula la activacion de la quinasa
ATM, que fosforila proteinas implicadas en la DDR, tales como BRCA1 y MDC1, que
contribuyen en la parada de ciclo celular (en células proliferativas) y en la induccién de la
muerte celular. B) PARP-1 regula negativamente la actividad de ATM, de tal forma que la
inhibicién de PARP-1 evita dicha regulacién permitiendo la activacion de ATM vy la fosforilacion

de proteinas implicadas en la DDR como se ha descrito en A.

Como se ha descrito, la inhibicion de PARP-1 bloquea la progresion del
ciclo celular en la linea celular 661W; sin embargo, este resultado no puede
trasladarse a los cultivos organotipicos de retina, puesto que en este caso los
cultivos estan constituidos por células post-mitéticas que no se encuentran en
ciclo. En este sentido, se ha descrito que las neuronas post-mitoticas
sometidas a estimulos agudos (como el estrés oxidativo) intentan reingresar en
el ciclo celular (Frade y Ovejero-Benito, 2015), pero al encontrarse con una
situacién de blogueo de la progresién del ciclo debido al dafo inducido,
terminan por no dividirse y acaban muriendo por apoptosis (Becker y Bonni,
2004). Por lo tanto, el incremento de la muerte celular en los cultivos
organotipicos de retina tras la inhibicién de PARP-1 podria venir precedido por
un intento de las neuronas de volver a entrar en el ciclo celular, tal como se ha
observado en enfermedades neurodegenerativas, como por ejemplo el
Alzheimer (Frade y Ovejero-Benito, 2015). La incorrecta reparacion de las
DSBs en las neuronas conlleva a una activacion continua de la respuesta DDR,
lo que ocasiona una desregulacion del ciclo celular y la reentrada aberrante de
neuronas en fase Gi que conduce a disfuncion neuronal, apoptosis vy
senescencia (Herrup et al., 2004). Ademas, este fendmeno de muerte celular
derivado de la reentrada en ciclo de las neuronas post-mitéticas parece
compartir mecanismos moleculares similares a los observados en la respuesta
al dafio en el ADN (Frade y Ovejero-Benito, 2015) en la cual participa ATM
(Folch et al., 2012). En relacion a estas evidencias, se ha observado que en
enfermedades neurodegenerativas, los fotorreceptores reactivan proteinas
involucradas en la regulaciéon del ciclo celular durante los fendmenos de
apoptosis (Zencak et al.,, 2013). Estos trabajos, asi como los resultados
obtenidos en esta Tesis, sugieren que ciertas neuronas post-mitéticas

intentarian entrar de nuevo en el ciclo celular tras el tratamiento oxidativo,
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proceso abortivo que culminaria con la muerte de las neuronas. La inhibicién
de PARP-1 generaria un mayor bloqueo de la progresién del ciclo celular,

exacerbando los fendmenos de muerte celular.

Los resultados de esta Tesis indican que la inhibicion de PARP-1 ejerce
un efecto negativo en la supervivencia de las células que componen la retina
tras el tratamiento oxidativo, en parte debido al incremento en el dafio del ADN.
No obstante, estos resultados van en contradiccion con otros estudios donde
se observa que la inhibicion de PARP-1 incrementa la supervivencia de los
fotorreceptores en modelos murinos de degeneracion retiniana (Sahaboglu et
al., 2016), o en los que la sobreactivacion de las enzimas PARPs promueven la
muerte de los fotorreceptores en ratones con degeneracion retiniana (Pearl et
al., 2015). Estos estudios estan en concordancia con otros en los que la
sobreactivacion de PARP-1 es capaz de inducir muerte celular (Andrabi et al.,
2006; Aredia y Scovassi, 2014), debido al consumo excesivo de NAD", lo que
desencadena una caida de los niveles de ATP, contribuyendo a un fallo
energético dentro de la célula (Kauppinen y Swanson, 2007). Estas evidencias
sugieren que la inhibicion de PARP-1 podria tener un papel beneficioso para
contrarrestar la muerte celular en ciertos modelos de degeneracion retiniana;
sin embargo, en el modelo de degeneracién inducida por el dafno oxidativo,
estudiado en esta Tesis, la inhibicién de PARP-1 potencia la muerte celular.

Como se ha comentado anteriormente, la reduccién en la actividad de
PARP-1 resulta en una menor pérdida de fotorreceptores en modelos genéticos
de degeneracion retiniana (Paquet-Durand et al., 2007; Sahaboglu et al., 2016),
tendencia totalmente opuesta a lo observado en nuestro modelo. El diferente
comportamiento de PARP-1 aqui observado podria deberse a la naturaleza del
estimulo usado para inducir la degeneracion de las células retinianas. Los
modelos de degeneracion retiniana comentados anteriormente se basan en la
presencia de mutaciones en los fotorreceptores (Paquet-Durand et al., 2007;
Sahaboglu et al.,, 2016), mientras que en nuestro estudio empleamos un
modelo de estrés oxidativo inducido mediante el tratamiento con H2O..
Ademas, estos autores también establecen que la eficacia de la inhibicién de

PARP-1 para incrementar la supervivencia de los fotorreceptores depende de
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la mutacidén responsable de la degeneracion celular (Jiao et al., 2016), lo que
indica que no todos los procesos degenerativos acontecerian de la misma
forma. Por otro lado, en los modelos de degeneracién retiniana empleados
habitualmente, la mutacién afecta Gnicamente a los bastones, y no a los conos.
En la degeneracién retiniana, en primer lugar, se produce la muerte de los
bastones como consecuencia directa de las mutaciones en su material
genético, mientras que la causa exacta de la muerte de los conos que sucede
posteriormente aun no esta esclarecida (Narayan et al., 2016). Para ello, se ha
propuesto que la muerte inicial de los bastones puede generar una situacién de
hiperoxia en la retina, lo que puede derivar en la generacion de estrés
oxidativo, que desencadenaria la posterior muerte de los conos (Campochiaro
y Mir, 2018). En este caso, en nuestro modelo oxidativo se estaria generando
una situacién de estrés similar a la que podria originarse tras la muerte de los
bastones en el modelo de degeneracion genética y que afectaria a la
supervivencia de los conos. En este caso la inhibicién de PARP-1 potenciaria la
muerte de los conos inducida por el estrés oxidativo, y no la de los bastones.
En este sentido, otros autores también han mostrado que la inhibicion de
PARP-1 potencia el dafo oxidativo en las células del ojo (Smith et al., 2016).

En resumen, en esta Tesis queda demostrado que en la retina neural la
enzima PARP-1 juega un papel crucial en los procesos de reparacion del dafo
inducido por agentes oxidantes, ya que su inhibicién incrementa la presencia
de marcadores de dafios en el ADN (expresion de y-H2AX) y la fosforilacién de
proteinas implicadas en la respuesta al dafno en el ADN, resultando todo ello en

un incremento de la muerte celular.

5.3. Activacion de PARP-1, agotamiento energético y fragmentacion

mitocondrial en las células hepaticas sometidas a tratamiento oxidativo

Anteriormente se ha discutido como la inhibicion de PARP-1 en la retina
sometida a estrés oxidativo ejercia un efecto negativo en la supervivencia
celular, por lo que no seria recomendable el uso de los inhibidores de PARP-1
en estas condiciones. No obstante, el efecto de los inhibidores de PARP-1
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potenciando la muerte celular es la base de su uso en la terapia de ciertos
tumores (Bryant et al., 2005; Weston et al., 2010), ya que la inhibicién de la
reparacion del ADN tras la induccion de danos en él, sensibiliza hacia la muerte
celular inducida por agentes quimioterapicos, al incrementar el dafo en el ADN
(Bryant et al., 2005; Weston et al., 2010); en este sentido, los inhibidores de
PARP-1 son de gran interés para el tratamiento de ciertos tumores (Pilie et al.,
2019). Por otro lado, como se ha visto en modelos de retinitis pigmentosa
(Sahaboglu et al., 2016), los inhibidores de PARP-1 pueden tener un papel
beneficioso al promover la supervivencia celular. Todo esto indica que PARP-1
puede presentar un doble papel, promoviendo la reparacion del dafo en el
ADN (y por tanto la supervivencia) o induciendo la muerte celular. Ante esta
dualidad, en la presente Tesis doctoral se propuso evaluar el papel de PARP-1
en otro modelo o sistema donde se indujo un estrés oxidativo, y de este modo
poder determinar si se reproducen los hallazgos obtenidos en el modelo de

retina neural.

Entonces, nuestro objeto de estudio fue el higado, dado que al ser un
organo con una evidente funcidén detoxificadora se encuentra expuesto a altas
concentraciones de ROS, y por tanto, siendo susceptible, al igual que la retina,
de padecer alteraciones en sus componentes celulares. Precisamente, el
desarrollo y progresion de varias enfermedades hepaticas esta ligada a la
presencia de estrés oxidativo (Cichoz-Lach y Michalak, 2014), por lo que el
estudio de los mecanismos moleculares implicados en estas situaciones es
crucial para contrarrestar la progresién de dichas patologias. Por este motivo,
se escogid a las células hepaticas como modelo para evaluar el papel de
PARP-1 en la viabilidad de las células hepaticas sometidas a estrés oxidativo,
utilizando para ello la linea celular humana WRL68, que presenta
caracteristicas propias de los hepatocitos y la cual ha sido descrita como un
modelo in vitro de células hepaticas (Gutierrez-Ruiz et al., 1994).

Lo mas relevante del estudio utilizando las células hepaticas fue
comprobar que la inhibicion de PARP-1, bien con el inhibidor PJ34 (que inhibe
la actividad de poli-ADP-ribosilacién tanto de PARP-1 como de PARP-2) o con
el inhibidor AG14361 (inhibidor especifico de PARP-1), no potencié los eventos
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de muerte celular como sucedia en el modelo de retina, sino que, en cambio,
incrementd la viabilidad de las células WRL68, reduciendo los procesos de
muerte celular, lo que indica un papel protector de los inhibidores de PARP-1
en las células hepaticas que sufren situaciones de estrés oxidativo. Estos
resultados estan en consonancia con otros trabajos donde se describen que
una sobreactivaciéon de PARP-1 conduce a la muerte celular, estableciéndose
asi el concepto de muerte celular mediada por PARP-1 (Bai et al., 2015; Sodhi
et al., 2010; Virag y Szabo, 2002). Este proceso de muerte puede deberse a
una traslocacién del factor inductor de apoptosis (AlIF) desde la mitocondria al
nacleo y esta mediado por el polimero de poli-ADP-ribosa (PAR) (Yu et al.,
2006; Yu et al., 2002); por ello, este fendmeno es conocido como PARthanatos
(Galluzzi et al., 2012). Por otro lado, como se ha comentado en repetidas
ocasiones a lo largo de esta Tesis, una sobreactivacion de PARP-1 puede
generar un consumo excesivo de NAD", ocasionando una alteracion del flujo
glicolitico y promoviendo la muerte celular (Berger et al., 1983; Ying et al.,
2002). En el modelo hepatico, la administracion exégena de NAD" fue capaz de
reducir la muerte celular inducida por el H>O,, de igual forma que se conseguia
con el uso de los inhibidores de PARP-1. Varios autores muestran también que
la administracion exégena de NAD® contrarresta la caida en los niveles
intracelulares de NAD" tras la sobreactivacién de PARP-1 (Alano et al., 2010;
Diani-Moore et al., 2017; Zhu et al., 2016). Por tanto, estos datos indican que
en el modelo hepético el tratamiento oxidativo generaria una sobreactivacion
de PARP-1 que provocaria un agotamiento en los niveles intracelulares de
NAD", desencadenando la muerte celular por estrés energético; la inhibicion de
PARP-1 o la administracién exégena de NAD" evitarian dicho agotamiento,
reduciendo la muerte celular e incrementado la viabilidad de las células
hepéticas. De esta forma, el bloqueo de la actividad de PARP-1 podria ser
considerado como una nueva diana experimental para aquellas situaciones
patolégicas en relacién con las células hepaticas donde se produzca un
exacerbado estrés oxidativo y una excesiva activacion de PARP-1.

El tratamiento de la linea WRL68 con concentraciones bajas de H>Oo,

tales como 0.25 mM, generd una activacién moderada de PARP-1 con poca
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afectacion sobre la viabilidad celular; sin embargo, el tratamiento con
concentraciones elevadas (3.5 y 5 mM) resulté en una marcada activacion de
PARP-1 y en un descenso acusado de la viabilidad celular. En concreto, el
tratamiento con una concentraciéon de 3.5 mM de H,O; produjo una reduccién
de los niveles de ATP, que podian ser restaurados mediante el uso de
inhibidores de PARP-1 asi como con la administraciéon exdégena de NAD".
Estos resultados son compatibles con lo descrito en relacién a la severidad del
dano en el ADN y el destino celular; de tal manera que cuando el dafo en el
ADN es leve (por ejemplo, usando bajas concentraciones de H,O, como agente
oxidante) se produce un ligera activacion de PARP-1 y una reparacion del dafio
(Andrabi et al., 2008; Jubin et al., 2016); en cambio, un dafio excesivo en el
ADN, inducido por altos niveles de ROS (generadas con las concentraciones
elevadas de H20,), conduce a una excesiva activacion de PARP-1 que
ocasiona una caida drastica en los niveles de NAD" intracelulares y una grave
alteracion en la bioenergética celular, favoreciendo la muerte celular (Andrabi et
al., 2008; Jubin et al., 2016).

Diversos autores han establecido que una excesiva activacion de PARP-
1 desencadena un proceso de necrosis (Ha y Snyder, 1999; Virag et al., 1998a;
Virag et al., 1998b); sin embargo, en nuestro estudio el tipo de muerte celular
que se estaba induciendo con el tratamiento oxidativo (3.5 mM de H>O, durante
0.5 horas) presentaba caracteristicas de apoptosis, siendo las células positivas
para el marcador anexina V, ademas de no mostrar liberacion al medio de la
enzima LDH, marcador de necrosis. En relacién a lo anterior, ha sido descrito
que el tratamiento de hepatocitos primarios murinos con concentraciones de 3
mM de H>O. durante 16 horas si genera un incremento de la necrosis celular,
que puede ser contrarrestada con los inhibidores de PARP-1 (Mukhopadhyay
et al.,, 2014); en cambio, el tratamiento de la linea celular WRL68 con
concentraciones de 0.3 mM de H>O, durante 3 horas induce alteraciones del
potencial de membrana mitocondrial (Tapodi et al., 2005), compatible con
procesos de apoptosis. Estos trabajos sugieren que en los hepatocitos los
mecanismos involucrados en la muerte celular inducida mediante el tratamiento

con HoO2 dependen del tipo y de la duracién del estimulo empleado.
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En consonancia con los resultados obtenidos por Tapodi y
colaboradores (2005), el tratamiento con H>O., produjo alteraciones en las
mitocondrias relacionadas con una disfuncion energética. Estudios in vivo
sugieren que la disfuncién mitocondrial observada en distintas enfermedades
hepaticas esta estrechamente ligada al estado bioenergético de los hepatocitos
(Perez-Carreras et al., 2003). De tal modo que los procesos de disfuncién
mitocondrial se asocian con cambios en la morfologia mitocondrial; un estado
de escasez de energia se asocia con una morfologia mitocondrial del tipo
globular, mostrando las mitocondrias un menor tamario, caracteristico de los
procesos de fragmentacién o fisibn mitocondrial (Westermann, 2012), mientras
que un estado energético 6ptimo o normal se corresponde con la presencia de
mitocondrias con formas tubulares e interconectadas (fusion mitocondrial). Por
lo tanto, los fendmenos de fision mitocondrial se asocian con una disminucién
de la respiracion celular y de los niveles de ATP intracelulares, estando
también relacionados con la disfuncidon mitocondrial y la muerte celular (Picard
et al., 2013). Asimismo, diversos estudios muestran un incremento de los
fenémenos de fragmentacién mitocondrial desencadenados por la presencia de
ROS (Barsoum et al., 2006; Fan et al., 2010; Jendrach et al., 2008; Yu et al.,
2011; Zhang et al., 2010). En nuestro estudio el incremento en la cantidad de
mitocondrias globulares y de reducido tamano tras el tratamiento oxidativo
sugiere la induccién de procesos de fragmentacion mitocondrial, que se
corresponderian con aquellas situaciones donde se produce una mayor tasa de
apoptosis. Estos fenédmenos pueden ser bloqueados o reducidos mediante el
uso de inhibidores de PARP-1; siendo estos resultados los primeros en
describir que la inhibicion de PARP-1 protege de la fragmentacion mitocondrial
(Martin-Guerrero et al., 2017b).

El efecto protector de los inhibidores de PARP-1 sobre la fragmentacion
mitocondrial tras el tratamiento oxidativo sugiere una relacion estrecha entre la
activacion de PARP-1 y la disfuncién mitocondrial. De hecho, otros estudios
también muestran que la activacion de PARP-1 conlleva a una alteracion de la
funciéon mitocondrial (Bai et al., 2015; Brunyanszki et al., 2016; Burkle y Virag,

2013; Cipriani et al., 2005; Virag et al., 1998a); no obstante, los mecanismos
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implicados en esta relacion no estan totalmente esclarecidos. Varias hipotesis
podrian responder a esta cuestion. En primer lugar, el NAD", un coenzima
necesario para las rutas metabdlicas bioenergéticas (tanto para la glicolisis
como para el ciclo de Krebs y la respiracion mitocondrial), sufre una acusada
caida en sus niveles tras la sobreactivacion de PARP-1, generando esta
situacion un agotamiento en los niveles de ATP intracelulares, lo cual resulta en
una pérdida de la funcion mitocondrial (Cipriani et al., 2005). En segundo lugar,
algunos autores sugieren la existencia de una PARP mitocondrial, cuya
activacién podria promover una disfuncién mitocondrial debido a la poli-ADP-
ribosilacién de proteinas mitocondriales (Bai et al., 2015; Brunyanszki et al.,
2016). En tercer lugar, la alteracion mitocondrial observada tras la activacién de
PARP-1 podria deberse a cambios en la proporciones intracelulares de
NAD*/NADH, ya que esta relacién es crucial en la biogénesis mitocondrial
(Hangen et al., 2015; Stein y Imai, 2012); el NAD" es necesario para la
generacion de NADH, el cual a su vez estimula la importacién de proteinas
durante la biogénesis de los complejos de la cadena de transporte electrénico,
por lo que una reduccion en los niveles de NADH desencadenado por el
agotamiento del NAD" podria afectar a la biogénesis mitocondrial. Por Gltimo, la
alteracién de los niveles de NAD™ como consecuencia de la actividad de PARP-
1 podria interferir con la actividad de la enzima sirtuina 3, localizada en la
mitocondria. La sirtuina 3 es esencial para la regulacién de la actividad de los
complejos respiratorios, de la enzima MnSOD y de otras proteinas necesarias
para la regeneracién de cofactores implicados en los equilibrios de oxidacién y
reduccion del glutatién (Giralt y Villarroya, 2012). Asimismo, la sirtuina 3 lleva a
cabo un papel importante en la produccién de energia y en la detoxificacién de
las ROS. Puesto que la actividad de la sirtuina 3 también depende de la
presencia de NAD*, no es extrafio pensar que compita con PARP-1 por el
NAD*; ademas ha sido descrito que una sobreactivacion de PARP-1
desencadena un descenso en la actividad de la sirtuina 3 (Canto et al., 2013),
mientras que la inhibicién de PARP-1 favorece el incremento de la actividad de
la sirtuina 3 y de varias enzimas antioxidantes mitocondriales (Yoon y Kim,
2016). Estas evidencias sugieren que el papel de los inhibidores de PARP-1 en
la capacidad de reducir la fragmentacién mitocondrial tras el dano oxidativo
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estaria relacionado con la activacién de la sirtuina 3; no obstante, serian
necesarios estudios adicionales para confirmar esta relacion. En cualquier
caso, el agotamiento de NAD" tras el dafio oxidativo en las células hepaticas
parece tener un papel importante en la induccién de la fragmentacién
mitocondrial, puesto que la administracién exégena del NAD® en las
condiciones anteriores ejerce un papel protector, al igual que el producido por
los inhibidores de PARP-1.

En resumen, una actividad excesiva de PARP-1 como consecuencia de
una dosis aguda de ROS ocasionaria un desequilibrio energético, favoreciendo
la fragmentaciéon mitocondrial, lo que conduciria a una disfunciéon mitocondrial y
a la muerte celular (Figura 52). La inhibicién de PARP-1 o la restauracion de los
niveles energéticos dentro de la célula evitarian dichas alteraciones
mitocondriales favoreciendo la supervivencia celular (Figura 52). Asimismo,
nuestro estudio en las células hepaticas muestra un papel prometedor de los
inhibidores de PARP-1 en el tratamiento de aquellas alteraciones hepaticas que
cursen con altos niveles de ROS, tal y como se observa en distintos modelos
murinos de patologias hepéticas (Gariani et al.,, 2017; Huang et al., 2017;
Mukhopadhyay et al., 2017).

5.4. PARP-1, estrés energético y cambios en el fosfoproteoma

PARP-1 modifica a una serie de proteinas mediante la adicién del
polimero PAR, modulando asi la actividad de las mismas; en concreto, se ha
descrito que PARP-1 es capaz de regular la actividad de la DNA-PKcs (Ruscetti
et al., 1998) y de otras quinasas (Fouquerel et al., 2014; Monaco et al., 2005;
Racz et al., 2010). Esta capacidad para modular la actividad de quinasas puede
traducirse en una menor o mayor fosforilacién de sus sustratos, teniendo un
impacto sobre las rutas de sefializacion intracelular. Ante esta posibilidad, en
esta Tesis se analiz6 el fosfoproteoma tras el tratamiento oxidativo inductor de
la actividad de poli-ADP-ribosilacién de PARP-1, asi como en situaciones de

blogueo de dicha actividad o tras la administracion del sustrato NAD".
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Figura 52. Papel de PARP-1 en la muerte celular inducida por estrés oxidativo en un
modelo in vitro de hepatocitos. El tratamiento con H,O,, agente inductor de ROS, genera
dafios en el ADN en la linea celular WRL68 (modelo in vitro de hepatocitos humanos) lo que
conduce a una activaciéon excesiva de PARP-1. Esta activacion de PARP-1 provoca una caida
drastica en los niveles de NAD" intracelulares, y por tanto agotdndose las reservas de ATP,
generandose por tanto un estrés energético dentro de la célula. Este estrés energético favorece
el proceso de fragmentacion mitocondrial, ocasionando una disfuncién mitocondrial que
culmina con la muerte celular. La inhibicién de PARP-1 reduce los eventos de fragmentacion

mitocondrial y la muerte celular al contrarrestar la caida en los niveles intracelulares de NAD".

El andlisis de fosfoprotedémica mostré que la inhibicion de PARP-1 o su
silenciamiento eran capaces de inducir cambios en el grado de fosforilacion de
las proteinas, principalmente en aquellas quinasas relacionadas con las vias de
senalizacion por un estrés energético, en este caso, inducido por la excesiva
activacion de PARP-1 tras el estimulo oxidativo, y condicionado por la
disminucién de los niveles del sustrato NAD".

El NAD" es un coenzima necesario para la produccion de ATP, por lo
que una caida en sus niveles puede ocasionar graves consecuencias a la

célula; PARP-1 es una de las principales enzimas catabolizadoras del NAD",
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siendo capaz de agotarlo tras su sobreactivacion, dejando a la célula con unos
niveles alarmantes de aproximadamente el 10-20% con respecto a una
situacién normal (Berger, 1985; Goodwin et al., 1978; Skidmore et al., 1979).
Esto hace que la célula se vea obligada a sintetizar continuamente NAD" o
activar las rutas que restauren sus niveles, estimulando las vias energéticas.
De hecho, el descenso de los niveles de NAD™ por la activaciéon excesiva de
PARP-1 induce un fallo energético en la célula por alteracién del flujo glicolitico
(Andrabi et al., 2014; Ying et al., 2002). Por ello, no es sorprendente que el
estrés energético induzca cambios en las rutas de sefalizacidn intracelulares

en respuesta a la sobreactivacion de PARP-1.

En este estudio, la actividad de la enzima AMPK, principal sensor
energético dentro de la célula, y encargada de restaurar los niveles energéticos
ante situaciones de estrés (Garcia y Shaw, 2017), mostré un incremento
significativo (actividad determinada en base al grado de fosforilacién de sus
sustratos) tras la activacién de PARP-1 inducida por el H>O,; en cambio, la
actividad de AMPK mostr6 valores reducidos tras el silenciamiento de PARP-1,
y algunos de sus sustratos también veian reducida su fosforilacién cuando se
administré el NAD". Estos resultados sugerian que parte de la activacion de
AMPK se producia por el desequilibrio energético (condicionado por la bajada
del NAD") ocasionado por la activaciéon excesiva de PARP-1. En consonancia
con nuestros resultados, Rodriguez-Vargas y colaboradores (2012) han
mostrado que en una situacién de privacion de nutrientes la inhibicién de
PARP-1 limita la activacion de AMPK, estableciendo una relacion entre ambas
enzimas; ademds otros estudios también han descrito un incremento de la
actividad de AMPK tras la activacion de PARP-1 (Meng et al., 2018; Singh et
al., 2018). Estas observaciones, junto con los resultados descritos en esta
Tesis en relacidon a las células hepaticas, indican que el estrés energético
generado por una sobreactivacion de PARP-1 seria suficiente para inducir la
activacion de la enzima AMPK.

El incremento en los niveles de ADP, y especialmente de AMP, induce la
activaciéon de AMPK (Gowans et al., 2013), por lo que aquellas situaciones que

desencadenen un incremento del ratio [AMP/ADP: ATP], como por ejemplo un
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descenso en los niveles de ATP, podria desencadenar la activacion de AMPK.
En el modelo hepético descrito, la activacion de PARP-1 produce una caida
significativa en los niveles de ATP, incrementando el ratio [AMP/ADP: ATP], y
por tanto, promoviendo la activacion de AMPK. En consonancia con nuestras
observaciones, otros estudios también han mostrado que una activacién de
PARP-1 reduce los niveles de ATP e incrementa los niveles de AMP, ademas
de inducir la activacion de AMPK (Ethier et al., 2012).

Los resultados aportados por la herramienta KSEA muestran también
que el silenciamiento de PARP-1 disminuye la supresién de la actividad de la
quinasa mTOR, coincidiendo con el descenso de la actividad de AMPK. Es
importante destacar que AMPK ha sido descrita como quinasa reguladora de la
actividad de la mTOR, a través de la inhibicién del complejo mTORC1, ante
situaciones de estrés (Ethier et al., 2012). Por lo tanto, nuestros resultados
apoyan esta relacién entre AMPK y mTOR tras la induccién de situaciones de
estrés celular, aunque las diferencias observadas en nuestro estudio respecto a
la actividad de mTOR son menos pronunciadas que las obtenidas para AMPK.
En este caso, serian necesarios estudios adicionales para confirmar la posible
activacion de mTOR cuando la actividad de PARP-1 es bloqueada y su relacion

con AMPK en el modelo hepatico.

Por otro lado, en el estudio de fosfoprotebmica para detectar la
activacién de de quinasas, se observa también un incremento en la actividad
de Akt tras el silenciamiento de PARP-1 en las condiciones oxidativas, al igual
que lo mostrado por otros autores utilizando la misma linea celular (Tapodi et
al., 2005). Este incremento en la actividad de Akt tras el bloqueo de PARP-1
produce un aumento de la supervivencia celular, tal como indica nuestro
estudio y el de Tapodi y colaboradores (2005). Por ello, la activacién de AMPK
y la inactivacién de Akt podrian estar relacionadas entre si en las células que
sufren estrés oxidativo y que a su vez muestran una sobreactivacién de PARP-
1, ya que ante estas situaciones se induce un incremento del ratio [AMP:ATP]
que puede generar la activacion de AMPK, interfiriendo con la sefalizaciéon de
Akt, reduciendo su actividad y promoviendo la muerte celular (Priebe et al.,

2011). Una observacién similar a esta disquisicién ha sido descrita por Xu y
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colaboradores (2014), donde la activacion de AMPK conduce a una inhibicion
de mTOR y de Akt. Por tanto, en nuestro estudio se observa una mayor
supresion de la actividad de mTOR y una menor actividad de Akt cuando
AMPK presenta mayor grado de actividad; mientras que cuando AMPK ve
reducida su actividad, como consecuencia del silenciamiento de PARP-1, se
incrementa la actividad de Akt y disminuye la supresiéon de mTOR. De acuerdo
a estas evidencias, es posible que AMPK, ante la crisis energética
desencadenada por la sobreactivacién de PARP-1, esté modulando las vias de
senalizacion de mTOR y Akt para contrarrestar el descenso en los niveles
energeéticos; no obstante, serian necesarios estudios adicionales para confirmar

la posible relacion funcional entre las citadas quinasas en este modelo.

Los resultados discutidos anteriormente sugieren que el estrés
energético estimularia la actividad de AMPK, pero su relacion con la induccion
de la muerte celular desencadenada por dicho estrés no esta del todo clara.
AMPK, para contrarrestar la deficiencia energética, promueve la activacion de
rutas catabdlicas e inhibe las anabdlicas (Hardie et al., 2003). Ademas, se ha
descrito recientemente que ante una situacién de estrés energético AMPK
promueve los eventos de fisibn mitocondrial, probablemente para iniciar el
proceso de mitofagia de los fragmentos mitocondriales dafiados (Toyama et al.,
2016). Otros estudios, en cambio describen cédmo la activacion de AMPK
desencadenada por una sobreactivacibn de PARP-1 se relaciona con la
induccion de autofagia y con una reduccion de los eventos de muerte celular
(Rodriguez-Vargas et al., 2012; Zhou et al., 2013), indicando un papel positivo
de la activacién de AMPK sobre la supervivencia celular. Asimismo, se ha visto
que la activacion de AMPK protege de la muerte celular desencadena por el
tratamiento oxidativo con H»O, en osteablastos (She et al., 2014). Estos
estudios, por tanto, indican que la activacion de AMPK promueve la
supervivencia celular. No obstante, hay autores que establecen que en
determinadas circunstancias AMPK podria desencadenar la muerte celular. De
hecho, las primeras evidencias al respecto se obtuvieron en células hepaticas
donde una activacién prolongada de AMPK inducia la muerte celular por

apoptosis a través de la activacién de la quinasa JNK y la caspasa 3 (Meisse et
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al., 2002). Otros autores indican que AMPK puede promover la muerte celular
por la inhibicion de la actividad de Akt, tal y como se describié anteriormente
(Priebe et al., 2011). De hecho, se ha visto que la activacion de AMPK podria
estar implicada en la induccion de la muerte celular en cardimiocitos tratados
con H>O, (Chen et al.,, 2013). Por tanto, los datos aportados anteriormente
parecen sugerir que el papel de AMPK respecto a promover la supervivencia o
la muerte depende del tipo celular considerado, del estimulo que lo induce, e
incluso del periodo del tiempo durante el cual AMPK permanece activa.

Considerando los datos obtenidos en nuestro estudio sobre las células
hepaticas y las evidencias aportadas por otros autores, concluimos que aunque
AMPK pueda promover la activacion de rutas implicadas en el crecimiento
celular, en nuestro estudio, esta activacidon no es suficiente para mantener en
un estado viable a la célula; teniendo en cuenta el dafo oxidativo derivado de
la accion de las ROS sobre las células hepéticas y el incremento de los eventos
de fragmentacion mitocondrial, la activacion de AMPK no es suficiente para
mantener a la célula con vida. En cambio, el bloqueo de la actividad de PARP-1
(bien por el uso de inhibidores o por el silenciamiento de la proteina) o la
administracion exdégena de NAD" reducen el estrés energético generado (por
tanto, disminuyendo la activacion de AMPK) y los fenédmenos de fragmentacion

mitocondrial, reduciendo asi la muerte celular.

En resumen, en este Ultimo apartado de la Tesis doctoral se ha discutido
como la activacion de PARP-1 tras el tratamiento oxidativo induce cambios en
el fosfoproteoma celular, los cuales, en parte, son revertidos mediante la
inhibicion o el silenciamiento de PARP-1. Dichos cambios estarian
desencadenados por un estrés energético derivado de la sobreactivacion de
PARP-1, ya que la administracion exégena de NAD" simula el efecto producido
por el inhibidor de PARP-1 o por su silenciamiento.

Finalmente, y antes de esbozar las conclusiones de esta Tesis doctoral,
cabe destacar que el diferente destino de las células en los modelos estudiados
y desencadenado tras la activacion de PARP-1 tras el dafo oxidativo puede ser
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justificado en base al grado de activacion de PARP-1 en respuesta a dicho
dafno. En el modelo de retina neural, aunque se observa activaciéon de PARP-1
en respuesta al dano oxidativo, dicha activacién no seria lo suficientemente
elevada para producir un agotamiento en los niveles de NAD* como sucede en
el modelo hepatico. Tal y como se ha comentado a lo largo de esta Tesis
doctoral, ante un dafo leve en el ADN, la activacion de PARP-1 estaria
destinada a promover la reparacion de dicho dano; mientras que un dano
exacerbado podria conducir a una activaciébn excesiva de PARP-1, que
generaria un déficit energético y la muerte celular (Andrabi et al., 2008; Elkholi
y Chipuk, 2014; Jubin et al., 2016). De hecho, en el modelo de retina sometido
a estrés oxidativo el dano en el ADN se potencia cuando PARP-1 es inhibida,
indicando un papel necesario de PARP-1 en la reparacion de dicho dano. En el
modelo hepatico, sin embargo, el dafio generado puede estar desencadenando
una activaciéon excesiva de PARP-1, que tal y como se ha visto a lo largo de los
resultados aqui mostrados, generaria un déficit energético dentro de la célula,
causando finalmente la muerte celular. Por tanto, el grado de activacion de
PARP-1 puede determinar el destino final de la célula, promoviendo la

reparacion del darno o la muerte celular.
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Conclusiones

Primera. Durante el desarrollo postnatal de la retina de raton se produce
un incremento del dafo oxidativo a partir del dia 14 de desarrollo, dafio que se

incrementa progresivamente hasta la etapa adulta.

Segunda. PARP-1 posee una alta actividad en la retina de ratén durante
la primera semana de desarrollo postnatal. Esta actividad desciende durante la
segunda semana de desarrollo y se mantiene baja hasta la etapa adulta.

Tercera. La aparicion de dafos oxidativos en la retina postnatal coincide
con el periodo donde PARP-1 muestra una baja actividad.

Cuarta. En el dia 7 del desarrollo postnatal de la retina, cuando la retina
neuroblastica se diferencia en las capas definitivas de la retina, la mayoria de
células que poseen danos de doble cadena en el ADN estan induciendo
procesos de muerte celular.

Quinta. En los cultivos organotipicos de retina de ratén sometidos a un
tratamiento oxidativo con H2O: la inhibicidn de PARP-1 mediante el inhibidor
PJ34 incrementa el dafno en el ADN y la muerte celular, afectandose
principalmente las células de los fotorreceptores.

Sexta. En la linea celular 661W, derivada de fotorreceptores, el
tratamiento oxidativo con H>O, estimula la activacion de PARP-1 y modifica el
fosfoproteoma de estas células. En estas condiciones, la inhibicién de PARP-1
potencia los cambios observados en el fosfoproteoma y disminuye la

proliferacién celular.

Séptima. La fosforilacion de proteinas en motivos SQ, relacionadas con
el proceso biologico de respuesta celular al dafio en el ADN, es incrementada
cuando la actividad de PARP-1 es inhibida en las células 661W sometidas al

tratamiento oxidativo.

Octava. En los cultivos organotipicos de retina de raton y en las células
661W sometidas a situaciones de estrés oxidativo el bloqueo de la actividad de
PARP-1 induce un aumento en la fosforilaciéon de los sustratos de las quinasas
ATM/ATR.
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Novena. Tanto en la retina en desarrollo como en la retina cultivada in
vitro, y sometida a tratamiento oxidativo, la disminucién en la actividad de

PARP-1 se correlaciona con un incremento del dano en el ADN.

Décima. En la linea celular hepatica humana WRL68 el tratamiento
oxidativo con H2O, estimula la activacion de PARP-1 y reduce la viabilidad
celular. En estas condiciones, la inhibicion de PARP-1 incrementa la viabilidad

celular y reduce los procesos de muerte celular.

Decimoprimera. La activacion de PARP-1 induce la fragmentacién
mitocondrial y reduce los niveles intracelulares de ATP en las células WRL68
sometidas a tratamiento oxidativo. La inhibicion de PARP-1 o la administracién

de NAD", sustrato de PARP-1, contrarrestan dichos fenémenos.

Decimosegunda. El tratamiento oxidativo en la linea celular WRL68
genera cambios en el fosfoproteoma celular y modifica el grado de activacion
de varias quinasas celulares, entre ellas la enzima AMPK. Estos efectos son
contrarrestados en gran medida cuando la actividad de PARP-1 es inhibida o
cuando la expresion de PARP-1 es silenciada; también, la administracion

exdgena del NAD" revierte parte de estos cambios.

Decimotercera. La caida en los niveles de NAD" provocada por la
activaciéon de PARP-1 en las células WRL6E8 es la responsable de los cambios
a nivel molecular (activacién de quinasas) y celular (induccién de los procesos
de muerte) asociados al dafio oxidativo inducido por el tratamiento con H>Oo.

Decimocuarta. El estrés oxidativo inducido en las células hepaticas con
el H.O, genera a su vez un estrés energético que es paliado cuando la
actividad de PARP-1 es blogueada, potenciando de esta manera la viabilidad

celular.

Decimoquinta. Ante una situacion de estrés oxidativo, el efecto de la
inhibicién de PARP-1 sobre el destino celular es dependiente del tipo celular
considerado. En el caso de células retinianas dicha inhibicién tiene un efecto

negativo, mientras que en las células hepaticas la inhibicion de PARP-1 posee
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un efecto beneficioso, convirtiéndose en una posible diana terapéutica para el
tratamiento de enfermedades hepaticas asociadas con dicho estrés.
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Conclusions

First. There is a progressive increase in the oxidative damage of
postnatal mouse retina after the 14" day of development that becomes higher
at adulthood.

Second. The activity of the PARP-1 enzyme increases during the first
week of postnatal retinal development and decreases from the second week
until adulthood.

Third. The appearance of oxidative damage in postnatal retina coincides
with the period in which PARP-1 shows lower activity.

Fourth. Most of the cells showing double strand breaks in DNA are
involved in cell death processes at day 7th of postnatal development, when

neuroblastic retinal layers start to differentiate into mature layers.

Fifth. The inhibition of PARP-1 using PJ34 inhibitor in retinal organotypic
cultures subjected to oxidative treatment with H,O, increases the oxidative DNA
damage and the cell death, being photoreceptors the mainly affected cells.

Sixth. Oxidative treatment of 661W cells, a photoreceptor-derived cell
line, with H»O, induces PARP-1 activation and modifies the cellular
phosphoproteome. If PARP-1 activity is inhibited in these conditions the
phosphoproteomics changes are potentiated and the cell proliferation reduced.

Seventh. The inhibition of PARP-1 in 661W cell subjected to oxidative
treatment results in phosphorylation of proteins related with the cellular
response to DNA damage at SQ motifs.

Eighth. Blocking PARP-1 activity in both 661W cells and mouse retinal
organotypic cultures subjected to oxidative stress results in an increase in the
phosphorylation of substrates of the kinases ATM/ATR.

Ninth. The increase in the amount of DNA damage observed in the
developing retina, and in in vitro models of retina subjected to oxidative
treatment, correlates with a decrease in the activity of PARP-1.
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Tenth. Oxidative treatment with H>O. in the human hepatic cell line
WRL68 induces PARP-1 activation and reduces cell viability. In these
conditions, PARP-1 inhibition increases the cell viability and reduces cell death
processes.

Eleventh. The activation of PARP-1 in WRL68 cells subjected to
oxidative treatment induces fragmentation of the mitochondria and reduces the
intracellular levels of ATP. The inhibition of PARP-1 or the supplementation with
NAD", the substrate of PARP-1, counteracts such effects.

Twelfth. Oxidative treatment in the cell line WRL68 produces changes in
the phosphoproteome and modifies the activity of some kinases, including
AMPK. These effects are partially counteracted by the inhibition or silencing of
PARP-1; in addition, NAD" supplementation has similar effects.

Thirteenth. The decrease in NAD" levels produced by the activation of
PARP-1 in WRLE8 cells is responsible for the molecular (e.g. modification of the
activity of kinases) and cellular (e.g. induction of cell death processes) effects of
the oxidative damage induced by treatment with H2O..

Fourteenth. The oxidative stress generated by the H,O.-treatment in
hepatic cells generated an energy stress that is mitigated when the activity of

PARP-1 is blocked, enhancing cell viability.

Fifteenth. The effect of inhibiting PARP-1 under oxidative stress
conditions is cell type dependent. So, the inhibition of PARP-1 has a negative
effect in retinal cells, while has a positive effect in hepatic cells. Therefore, the
inhibition of PARP-1 should be noxious in the treatment of retinal diseases
linked to an oxidative condition, but might be considered as a therapeutic target
for the treatment of liver diseases related to oxidative stress.
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Anexo [: Listado de abreviaturas

8.1. ANEXO I: Listado de abreviaturas

A
3-AB: 3-aminobenzamida
Abs: absorbancia
ACACA: acetil-CoA carboxilasa
ACC1: acetil-CoA carboxilasa
ACN: acetonitrilo
AD: dominio de automodificacion
ADN: 4cido desoxirribonucleico
AFLD: enfermedad del
alcholica

higado graso

AHR: Aryl hydrocarbon receptor

AIF: factor inductor de apoptosis

Akt: protein quinasa B

ALC1: Amplified in liver cancer protein 1
AMBRAA1: Autophagy/Beclin-1 regulator 1
AMP: adenosin-5’-monofosfato

AMPK: quinasa activada por AMP, AMP-
activated protein kinase

a-NHEJ: reparacién alternativa por union
de extremos no homologos

ANK: dominio ankirina

ANOVA: andlisis de la varianza

AP: Apurinic/apyrimidinic endonuclease
AP-1: Activating Protein 1

APAF1:
factor 1

Apoptotic protease activating

APC: Aloficocianina

APL: Aprataxin-and-PNK-like factor
ARH1: ADP-ribosilhidrolasa-1

ARH3: ADP-ribosilhidrolasa-3

ARNm: ARN mensajero

ART: ADP-ribosil transferasa

ATCC: American Type Culture Collection
ATG1: autophagy-related-1

ATM: Ataxia-telangiectasia mutated
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ATP: adenosin-5-trifosfato
ATR: ATM-and Rad3-Related
ATRIP: ATR interacting protein

B
BAK1: BCL2 antagonist/Killer 1
Bax: BCL2 associated X
BCA: &cido bicinconinico
Bcl2: B-cell lymphoma-2
BCRT: Breast Cancer Associated Protein
C-Terminal Motif
BER: reparacién por escision de bases
BME: medio basal Eagle con sales Earle
BRCA1: type 1
susceptibility protein

Breast  cancer

C
CAT: dominio catalitico de PARP-1
CCG: capa de células ganglionares
CCHC: dedos de zinc con estructura
Cys-Cys-His-Cys
CENP-A: proteina centromérica A
CENP-B: proteina centromérica B
CFN: capa de fibras nerviosas
CFR: capa de fotorreceptores
CHD2:
binding protein 2
CHD4:
binding protein 4
CHK1: Checkpoint kinase 1
CIC: Centro de Instrumentacion Cientifica

chromodomain helicase DNA-

chromodomain helicase DNA-

CNE: capa nuclear externa
CNI: capa nuclear interna
COX2: ciclooxigenasa 2
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CPE: capa plexiforme externa
CPI: capa plexiforme interna
CTE: cadena de transporte electrénico

D
D.O: densidad éptica
DAPI: 4’,6’ diamina-2-fenilindol
DBD: dominio de uni6n al ADN
DDB1: DNA Damage Binding Protein 1
DDB2: DNA Damage Binding Protein 2
DDR: respuesta al dafio en el ADN
DIABLO: diablo IAP-binding mitocondrial
protein
DISC:
death-inducing signaling complex
DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium
DMSO: dimetilsulféxido
DNA-PKc: protein quinasa dependiente

complejo inductor de muerte,

de ADN, DNA-dependent protein kinase
catalytic subunit

DPBS: tampén fosfato salino

DPQ: 3,4-dihidro-5-[4-(1-
piperidinil)butoxil]-1(2H)-isoquinolinona
DR4: receptor de muerte 4

DR5: receptor de muerte 5

DSBs: roturas de cadena doble

DTT: ditiotreitol

dUTP: desoxiuridin trifosfato

E
EC-SOD: isoforma extracelular de la
enzima superoxido dismutasa (SOD)
EDTA: 4cido etilendiaminotetraacético
EIF4BPB1: proteina de unién al factor

eucaridtico de inicio de la traduccién 4E
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ENPP: Ectonucleotide pyrophosphatase/
phosphodiesterase
EP: epitelio pigmentario

Exo1: exonucleasa 1

F
FBS: suero bovino fetal
FC: fold change
FDA: Fundacién Americana del
Medicamento
FITC: fluoresceina 5-isotiocianato

G

GG-NER: mecanismo

reparacion por escision de nucleétido

global de
GO: ontologia de genes

GPX: glutation peroxidasa

GSKB3A: glucogeno sintasa quinasa 3a

H
H2AX: histona de la familia H2A
H,DCFDA: diacetato de
diclorodihidrofluoresceina
H.O,: peréxido de hidrégeno
HCC: hepatocarcinoma celular
HCD: método de disociacion de alta
energia
HCI: cloruro de hidrégeno
HCIO: acido hipocloroso
HD: motivo hélice-giro-hélice
HEPES: acido 2-[4-(2-hidroxietil)-1-
piperazinil]-etanosulfénico
HOQ': radical hidroperoxilo
HPF1: Histone PARylation Factor 1
HR: recombinacién homdéloga
HTH: motivo hélice-giro-hélice
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y-H2AX: H2AX fosforilada en la serina
139

|
IAM: iodoacetamida
IFN-y: interferén y
IgG: inmunoglobulina G
IL-1B: interleuquina 18
iNOS: éxido nitrico sintasa inducible
INT: Cloruro de 5-fenil-2-(4-iodofenil)-3-
(4-nitrofenil)-2H-tetrazolio
IP: ioduro de propidio

IRE1a: inositol-requiring enzyme 1a

J

JNK: quinasa N-terminal de c-jun

K
KSEA: Analisis de enriquecimiento de
sustratos de quinasas

L
LARP-1: La-related protein
LB: tubos Eppendorf de baja unién a
proteinas
LC-MS/MS: sistema de espectrometria
de masas en tandem acoplada a
cromatografia liquida
LDH: lactato deshidrogenasa
LPS: liposolisacarido

LZ: cremallera de leucina

MAR: mono-ADP-ribosa
MDC1: Mediator of DNA damage
checkpoint protein 1
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MET: de

transmisién

microscopia  electrénica
MgClz: cloruro de magnesio

MIF: factor inhibidor de la migracion de
macrofagos

MLE: membrana limitante externa

MLI: membrana limitante interna

MnSOD:

dismutasa

manganeso superdxido
Mre11: Meiotic recombination 11
MRN: complejo formado por
NSB1 y Rad50

MS: espectrometria de masas

Mre11,

mTOR: mammalian target of rapamycin
MTS: 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-
carboximetoxifenill)-2-(4-sulfofenil)-2H-
tetrazolio

MTT: Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il)-2,5-difeniltetrazolio)

N
NazVOy,: ortovanadato sédico
Na,P-Oy7: pirofosfato tetrasédico
NaCl: cloruro de sodio
NAD": dinucleétido de nicotinamida vy
adenina
NADH: dinucleétido de nicotinamida y
adenina, forma reducida
NaF: fluoruro de sodio
NAFLD: enfermedad del higado graso no
alchdlica
NaOH: hidroxido sodico
NSB1: nibrina
NCCD: Comité de Nomenclatura Sobre
Muerte Celular
NER:
nucleétidos

reparacion por escisibn de
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NF-kB: factor nuclear kB

NGS: suero de cabra

NH4OH: hidréxido de amonio

NHEJ: reparacion por unién de extremos
no homologos

NLS: secuencia de localizacion nuclear
NO: 6xido nitrico

NO.,: diéxido de nitrégeno

NOX: enzima NADPH oxidasa

NSI: sefial de intensidad normalizada
NUDIX: Nucleoside Diphosphates linked
fo other moietes X

o)
'0,: oxigeno singlete
8-OHdG: 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina
O.": radical superéxido
OH’: radical hidroxilo
ONL: outer nuclear layer, versién inglesa
de CNE
ONOQO': peroxinitrito

P
PAR: poli-ADP-ribosa

PARG: Poli(ADP-ribosa) glicohidrolasa
PARPs: Poli(ADP-ribosa) Polimerasas
PBMs: dominio de unién a secuencias
consenso PAR

PBS: tampo6n fosfato salino

PBS-T: PBS Tween 20 al 0.1%
PBS-T-NGS: NGS al 5% en PBS-T
PBS-Tr: PBS con Triton X-100

PBZs: dominio de unién PAR a través de
dedos de zinc

PERK:

endoplasmic reticulum kinase

Protein  kinase  R(PKR)-like

Pescal: Peak Statistic Calculator
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PIKK: fosfatidil-inositol 3 quinasa
PJ34: N-(6-ox0-5,6-dihidrofenantridin-2-
i)-2(N,N-dimetilamino)acetamida
PKGI
quinasa dependiente de cGMP

la: isoforma la de la protein-

PLP: paraformaldehido-lisina-peryodato
PMSF: fluoruro de fenilmetilsulfonilo

PNKP:
phosphatase

Polynucleotide  kinase  3*-
PS: piruvato sédico

PTEN: fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato 3-
fosfatasa

PTM: modificacion postraduccional

PVDF: difluoruro de polivinilo

R

RAD23B: RAD23 homologue B

Rad50: proteina de reparacion del ADN
RAP8O: receptor-associated protein 80
Raptor: regulatory-associated protein of
mTOR

RNS: especies reactivas de nitrégeno
ROO’: radical peroxilo

ROS: especies reactivas de oxigeno

RP: retinitis pigmentosa

S

SAM: sterile alpha motif

SDS: dodecilsulfato sddico

SEM: error estandar de la media

siNT: control negativo de siRNA
siPARP-1: siRNA para PARP-1

siRNA: ARN pequefio de interferencia
SNC: sistema nervioso central

SOD: superoxido dismutasa

SPE: sistema de extraccion en fase
solida
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SQ: motivo formado por el aminoacido
serina (S) y glutamina (Q)

SRB: sulforrodamina B

SSBs: roturas de cadena simple

T
TBARs: productos reactivos al &cido
tiobarbiturico

TBC1D1: proteina  activadora de
GTPasas

TBS: tampo6n Tris salino

TBS-T: TBS con Tween 20 al 0.1%
TBS-T-L: TBS-T con un 5% de leche
TCA: &cido tricloroacético

TDP1: fosfodiesterasa

TdT: enzima desoxinucleotidil-transferasa
terminal

TFA: acido trifluoroacético

TiO,: diéxido de titanio

TLR: Toll like receptor

TLR3: Toll like receptor 3

TNF: factor de necrosis tumoral

TNFR1: receptor de TNF tipo 1, fumor
necrosis  factor  receptor (TNFR)-
associated factor 1

TNFR2: receptor de TNF tipo 2, tumor
necrosis  factor  receptor  (TNFR)-
associated factor 2

TQ: motivo formado por el aminoacido
treonina (T) y glutamina (Q)

TSC2: tuberous sclerosis complex 2
TUNEL: Terminal ~ deoxynucleotidy!

transferase dUTP Nick End Labeling
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U
ULK1: unc-51-like autophagy-activating
kinase 1
UPLC: sistema de cromatografia liquida
de Ultra Alta resolucion

Vv

VEEV: virus de la encefalitis equina

VSP34: del inglés vacuolar protein
sorting-34

w
WGR: regiéon rica en triptéfano (W),

glicina (G) y arginina (R)
WWE: dominio rico en triptéfano (W) y
glutamico (E)

X
XLF: XRCC4-like factor
XPC: Xeroderma pigmentosum group C-
complementing protein
XRCC1:
complementing protein 1

X-ray repair Cross-

XRCC4: X-ray cross complementing
protein 4

Z
ZBP1: Z-DNA binding protein 1
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Anexo lll: Tablas

8.3. ANEXO lll: Tablas

Tabla I. Anticuerpos usados en la inmunodeteccion de proteinas (Western
Blot). Se indica la casa comercial, asi como la dilucién empleada.

Tabla Il. Analisis de GO. Términos de GO para procesos biolégicos e indicador de
Uniprot (Uniprot ID) de péptidos cuya fosforilacién se ve incrementada (“fold change”= 1y
p < 0.05 con respecto al control) en células 661W tratadas con H>O. y con H.O, en
presencia del inhibidor PJ34.

Tabla Ill. Péptidos cuya fosforilacion se ve incrementada de forma significativa en
células 661W tratadas con H,O, en presencia de PJ34 (H.O, + PJ34, p < 0.05, “fold
change”z1).

Tabla IV. Péptidos comunes cuya fosforilacién se ve incrementada en ambos
tratamientos (H-O. y H.O.+ PJ34, “fold change”= 1 respecto al control).

Tabla V. Fosfopéptidos en los que el inhibidor PJ34 es capaz de contrarrestar los
efectos del H,O, en el grado de fosforilacion (-1 = “fold change”= 1 en H,O, versus control,
y, -1 = “fold change”= 1 en H,O, + PJ34 versus H,O,; p < 0.05 en H,O, versus control, y p
< 0.05 en H,0O, + PJ34 versus H,0,).

Tabla VI. Fosfopéptidos en los que el NAD" es capaz de contrarrestar los efectos
del H>O, en el grado de fosforilacién (-1 = “fold change” = 1 en H,0, versus control, y, -1 =
“fold change”> 1 en H,O, + NAD" versus H,O,; p < 0.05 en H,O, versus control,y p < 0.05
en H,O, + NAD* versus H,0,).

Tabla VII. Fosfopéptidos en los que silenciamiento de PARP-1 es capaz de
contrarrestar los efectos del H.O, en el grado de fosforilacion (-1 = “fold change” = 1 para
siNT + H>O» versus siNT + control, y, -1 = “fold change” =2 1 en siPARP-1 + H,O, versus
SINT + HoOy; p < 0.05 en siNT + H,O» versus siNT + control, y p < 0.05 en siPARP-1 +
H20, versus siNT+ H,05).
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Anexo Ill: Tablas

Tabla |
Anticuerpo Referencia y procedencia Dilucion
P comercial
Anti-MnSOD ref. sc-133134 1:5000
(raton, monoclonal) Santa Cruz Biotechnology '
Anti-PAR ref. ALX-804-220 1-400
(ratéon, monoclonal) Alexis Biochemicals '
Anti-y-H2AX ref. NB100-79967 1-5000
(conejo, monoclonal) Novus Biologicals ’
Anti-3-NT ref. 06-284 1500
(conejo, policlonal) Millipore :
Anti-B-tubulina Il ref. T2200 :
(conejo, policlonal) Sigma [
Anti-PAR ref. 4335-MC-100 1:1000
(ratéon, monoclonal) Trevigen '
Anti-phospho-ATM/ATR ref. #9607S 1:1000
substrate motif [pSQ] Cell Signaling Technology :
Anti-B-actina
) . ref. A5441 / #8457
(ratén, monoclonal) / (conejo, . ! ; 1:1000
monoclonal) Sigma/ Cell Signaling Technology
Anti-PARP-1 ref. 556362 1:1000
(ratén, monoclonal) BD Pharmingen™ :
Anti-PARP-1 ref. 556362 1:1000
(ratén, monoclonal) BD Pharmingen™ :
. ref. A3682 :
Anti-mouse-lgG-POD Sigma 1:5000
. , ref. A0O545 )
Anti-rabbit- 1gG-POD Sigma 1:5000
Anti-mouse I9gG, HRP-linked ref. #7076S 1:5000
antibody Cell Signaling Technology '
ECL rabbitlgG, HRP-linked ref. NA934 1:5000
whole ab (from donkey) GE Healthcare ’
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Tabla Il

Regulation of transcription,

Cellular response to DNA damage

DNA-templated Cell cycle stimulus Protein phosphorylation
H202 H:0; + PJ34 H.0; H:0: + PJ34 H:0: H:0: + PJ34 H:0- H:0: + PJ34
AAPKA1 LIMD1* AAPKA1 MED24 ARHG2 MCM6 ARHG2 KS6A3 ASH2L MYC ASH2L MYC AAK1 NEK9 AAK1 KS6A4
ARIMA MED24 ARI1A MYC BIRC6 MDC1 ASPP2* LINS4* ATRX NBN ATM* NBN AAPK1 PASK AAPK1 MAST4*
ASH2L MYC ASH2L MYCB2 BRCA1 NASP ATM* LIN9 BD1L1 NIPBL ATRX NIPBL ARAF PKN2 ABL2* NEK9
ATF1 MYCB2 ATF1 NELFE BRD7 NBN BIRC6 MCM6 BRCA1 RAD50 BD1L1 oTuUB1* BUB1B* PP2BB ARAF PAK1*
ATRX NELFE ATRX NFAC3 BUB1B* NEK9 BRCA1 MDC1 CBL RBBP6 BRCA1 RADS0 CBL PTK7 ATM* PAK2*
BRCA1 NFAC3 BCAS3* NFAC4 CD2AP NIPBL BRD7 NASP CDC5L RD23A CBL RBBP6 CDK9 RAF1* CBL PASK
BRD7 NFAC4 BRCA1 NFIA CDC5L PAPDS CASCS* NBN CDK9 RIF1 CDC5L RD23A CHK1 RIPK1 CCNE1* PKN2
BRE1A* NFIA BRD7 NFIL3* CDN1A PKN2 CCNE1* NEK9 CDN1A SMC1A CDK9 RIF1 CHK2 SIK3 CDK9 PP2BB
CBX3* P66B CDC5L P66B CEP55 PPM1G CD2AP NIPBL CHKA1 SMC3 CDN1A SMC1A EPHA2 SLK CHK1 PTK7
CDC5L PB1 CDK9 PB1 CHKA1 RAD50 cDhc23* PAPDS CHK2 TERA CHK1 SMC3 GSK3A STK10 CHK2 RIPK1
CDK9 PININ CDYL PHF2* CHK2 RAN CDC5L PKN2 COMA1 TOPB1 CHK2 TERA ILF3 TIF1B CREB1* RIPK3*
CDYL PKN2 CEBPD PININ CLAP1 RIF1 CDN1A PPM1G DTL TOPRS* COM1 TOPB1 KPCD2 ULK1 EPHA2 SIK3
CEBPD PML CHD1 PKN2 CLAP2* SMC1A CEPS5 RADS0 F175A TP53B DTL TP53B KSB6A1 VRK1 GSK3A SLK
CHD1 PSIP1 CHD8 PML COMA1 SMC3 CHKA1 RAN MDCA1 UBA1 F175A TYY1* KSBA3 WNK1* ILF3 STK10
CHD8 RBM14 CHK2 PSIP1 CTDP1 STA13 CHK2 RIF1 MSH6 XRCC6 H2AX* UBA1 KS6A4 KC1E* TIF1B
CHK2 RBM39 COPRS PTRF* DIXC1* STAG2 CLAP1 SMC1A MUM1 MDCA1 XRCC6 KPCD2 ULK1
COPRS REQU CREB1* RBM14 EP300 STK10 COoM1 SMC3 MSH6 KSBA1 VRK1
CRTC2 RHG35 CRTC2 RBM39 INCE* TPR CTDP1 STA13 MUM1 KSBA3
cux1 RUNX2 CUX1 REQU KIF23 VRK1 EP300 STAG2
DDX17 SAFB1 DDX17 RHG35 KSBA3 ZW10* ERC6L* STK10
DNMT1 SAFB2 DNMT1 RUNX2 LIN® H2AX* TPR
DSRAD SBNO1 DSRAD SAFB1 KIF11* VRK1
ELP1 SLTM ELP1 SAFB2 KIF23
EP300 SMCA4 EP300 SBNO1 i iviei H
ETV3 SMRCT ETV3 SLTM Apoptotic process
FUBP?2 SP1 FOXO3* SMCA4 H20; H:0; + PJ34 H20- H:0: + PJ34 H20: H:0; + PJ34
GABP2 TDIF2 FUBP2 SMRC1
HP1B3 TGIF1* GABP2 SP1 ATRX NBN ATM* NBN ARHG2 NEK9 ARHG2 KIF23 BIRC6 PML ASPP2* PAK2*
HTSF1 TIF1B HDGF* T22D4* BD1L1 PDSSA ATRX oTuB1* BIRC6 PAPD5 BIRCB MAP4* BUB1B* PRUN2 BIRC6 PKN2
12BP1 TP53B HP1B3 TDIF2 BRCAI1 RADS0 BD1L1 PDS5A BUB1B* PDS5A CASCS5* NEK9 CHK2 REQU CHK2 PML
12BP2 TR150 HTSF1 TIF1B CDC5L RD23A BRCA1 RADS50 CD2AP PKN2 CCNE1* PAPD5 CLIC4 RIPK1 CLIC4 PRUN2
ILF3 XRCC6 12BP1 TP53B CDK9 SMC1A CDC5L RD23A CEP55 RAN CD2AP PDS5A EP300 SLK EP300 REQU
JUNB YBOX2 12BP2 TR150 CHK1 SMC3 CDK9 SMC1A CHK2 SMC1A cDhcC23* PKN2 EPHA2 SLTM EPHA2 RIPK1
KATBA ZMYM2 ILF3 TYY1* CHK2 TERA CHKA1 SMC3 CLAP1 SMC3 cbear* RAN FAF1 SQSTM FAF1 SLK
KS6A4 ZN148 JUNB XRCC6 COM1 TIF1B CHK2 TERA CLAP2* STAG2 CEP55 SMC1A HMOX1 TISB FOXO3* SLTM
LBH KATGA YBOX2 F175A TOPB1 COM1 TIF1B COM1 TPR CHK2 SMC3 MCL1 HMOX1 SQsM
KS6A4 ZBED6* MDC1 TP53B F175A TOPB1 CTDP1 VRK1 CLAP1 SPG20* PKN2 MCL1 TISB
LBH ZMYM2 MSH6 XRCCB86 H2AX* TP53B INCE* ZW10* COM1 STAG2 PAK1*
LINS4* ZN148 MUM1 MDC1 TYY1" KIF23 CTDP1 TPR
MSH6 XRCC6 ERCBL* VRKA1
MUMA1 KIF11*

*péptidos cuya fosforilacién se ve incrementada unicamente en la condicion correspondiente. En cursiva y subrayado se muestran ejemplos
de proteinas involucradas en DDR que solo aparecen en la condicién H,O, + PJ34 y no en la condicién H,O,.
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Tabla Ill

Uniprot ID ’ Nombre de la proteina Gene IDy sitio de PTM ‘ FC
4EBP1 Eukaryotic translation initiation factor 4E-binding protein 1 Eif4ebp1 pT69 pS99 pS100 1.8
AAK1 AP2-associated protein kinase 1 Aak1 pT651 1.4
ABL2 Abelson tyrosine-protein kinase 2 Abl2 pS936 1.0
ABLM1 Actin-binding LIM protein 1 Ablim1 pS466 1.1
ACACA Acetyl-CoA carboxylase 1 Acaca pS79 1.0
ACTN1 Alpha-actinin-1 Actn1 pS362 1.2
AFAD Afadin Milt4 pS1795 1.3
AFAP1 Actin filament-associated protein 1 Afap1 pS549 1.0
AKA12 A-kinase anchor protein 12 Akap12 pT1191 1.0
ALMS1 Alstrom syndrome protein 1 homolog Alms1 pS2254 3.3
AMFR E3 ubiquitin-protein ligase AMFR Amfr pS542 1.0
AN13A Ankyrin repeat domain-containing protein 13A Ankrd13a pS205 1.3
ANO8 Anoctamin-8 Ano8 pS637 1.1
ASPC1 Tether containing UBX domain for GLUT4 Aspscri pS279 1.1
ASPP2 Apoptosis-stimulating of p53 protein 2 Tp53bp2 pS328 1.5
ATM Serine-protein kinase ATM Atm pS1987 1.2
ATX2L Ataxin-2-like protein Atxn2| pS687 1.3
BCAS3 Breast carcinoma-amplified sequence 3 homolog Bcas3 pS503 1.1
BD1LA1 Biorientation of chromosomes in cell division protein 1-like Bod1l pS2751 1.6
BIRC6 Baculoviral IAP repeat-containing protein 6 Birc6 pS4850 2.9
BIRC6 Baculoviral IAP repeat-containing protein 6 Birc6 pS593 1.1
BOP1 Ribosome biogenesis protein BOP1 Bop1 pT83 pS84 9.1
BOP1 Ribosome biogenesis protein BOP1 Bop1 pS84 1.0
CASC5 Protein CASC5 Casch pS794 1.0
CCDC6 Coiled-coil domain-containing protein 6 Ccdcb pS233 pS237 1.0
CCDC6 Coiled-coil domain-containing protein 6 Ccdcb pS424 pT427 1.1
CCNEH1 G1/S-specific cyclin-E1 Ccnel pS385 1.0
CD2AP CD2-associated protein Cd2ap pT87 1.4
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CDC23 Cell division cycle protein 23 homolog Cdc23 pT562 1.0
CDC27 Cell division cycle protein 27 homolog Cdc27 pS365 1.3
CDC5L Cell division cycle 5-like protein Cdc5I pT385 pT396 1.2
CK084 Uncharacterized protein C110rf84 homolog pS249 pS252 1.2
CLCA Calcium-activated chloride channel regulator 1 Clcal pS223 1.4
C0043 C0043 C0043 pT149 1.1
CP110 Centriolar coiled-coil protein of 110 kDa Ccp110 pT428 1.2
CPSF6 Cleavage and polyadenylation specificity factor subunit 6 Cpsf6 pT407 1.0
CPSF6 Cleavage and polyadenylation specificity factor subunit 6 Cpsf6 pS410 1.1
CPSF7 Cleavage and polyadenylation specificity factor subunit 7 Cpsf7 pT203 1.1
CREBH1 Cyclic AMP-responsive element-binding protein 1 Creb1 pS108 pS111 1.0
DBNL Drebrin-like protein Dbnl pS277 1.2
DCAF6 DDB1- and CUL4-associated factor Dcaf6 pS336 1.4
DPOA2 DNA polymerase alpha subunit B Pola2 pS126 1.0
DREB Drebrin Dbn1 pS272 1.0
DREB Drebrin Dbn1 pS387 1.0
EFCB7 EF-hand calcium-binding domain-containing protein 7 Efcab7 pS212 1.0
EH1L1 EH domain-binding protein 1-like protein 1 Ehbp1l1 pS1331 1.2
EHBP1 EH domain-binding protein 1 Ehbp1 pS676 1.3
EIF3B Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit B Eif3b pS37 pS40 1.1
EPHA2 Ephrin type-A receptor 2 Epha2 pS898 1.3
EPN1 Epsin-1 Epn1 pS434 1.2
ERC6L DNA excision repair protein ERCC-6-like Ercc6l pS1001 1.3
ETV3 ETS translocation variant 3 Etv3 pS139 1.5
FIL1L Filamin A-interacting protein 1-like Filip1l pS1047 1.3
FLNC Filamin-C Finc pS2234 1.2
FOXO3 Forkhead box protein O3 Foxo3 pS252 1.8
FRS2 Fibroblast growth factor receptor substrate 2 Frs2 pT328 8.7
FXR1 Fragile X mental retardation syndrome-related protein 1 Fxr1 pT398 1.0
G3BP1 Ras GTPase-activating protein-binding protein 1 G3bp1 pT230 pS231 2.2
GAPD1 GTPase-activating protein and VPS9 domain-containing protein 1 Gapvd1 pS746 1.6
GGNB2 Gametogenetin-binding protein 2 Ggnbp2 pS360 1.5
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GOGAS5 Golgin subfamily A member 5 Golga5 pS155 1.0
GSK3A Glycogen synthase kinase-3 alpha Gsk3a pS21 1.1
GTSE1 G2 and S phase-expressed protein 1 Gtsel1 pS73 1.1
GTSE1 G2 and S phase-expressed protein 1 Gtsel1 pS605 1.4
GTSE1 G2 and S phase-expressed protein 1 Gtse1 pS68 1.2
H13 Histone H1.3 Hist1h1d pS37 1.5
H2AX Histone H2AX H2afx pS140 1.0
HDGF Hepatoma-derived growth factor Hdgf pT200 pS202 1.6
HECD1 E3 ubiquitin-protein ligase HECTD1 Hectd1 pS1392 1.3
HELZ Probable helicase with zinc finger domain Helz pS1788 1.1
HMOX1 Heme oxygenase 1 Hmox1 pS229 1.3
HPBP1 Hsp70-binding protein 1 Hspbp1 pS349 1.0
HTSF1 HIV Tat-specific factor 1 homolog Htatsf1 pS705 1.1
IF4B Eukaryotic translation initiation factor 4B Eif4b pT500 pS504 1.0
IF4G1 Eukaryotic translation initiation factor 4 gamma 1 Eif4g1 pS1211 1.1
JUNB Transcription factor jun-B Junb pT252 pS256 1.0
JUNB Transcription factor jun-B Junb pT252 1.1
KC1E Casein kinase | isoform epsilon Csnk1e pS389 1.0
KIF11 Kinesin-like protein KIF11 Kif11 pS988 1.1
KIF15 Kinesin-like protein KIF15 Kif15 pS1141 1.1
KS6A3 Ribosomal protein S6 kinase alpha-3 Rps6ka3 pS369 pS375 1.6
LAP2 Protein LAP2 Erbb2ip pS1077 1.1
LARP4 La-related protein 4 Larp4 pS69 1.0
LC7L3 Luc7-like protein 3 Luc7I13 pS110 8.3
LIN54 Protein lin-54 homolog Lin54 pS310 1.2
LIPB1 Liprin-beta-1 Ppfibp1 pS595 2.0
LRC47 Leucine-rich repeat-containing protein 47 Lrrc47 pT521 1.0
MACF1 Microtubule-actin cross-linking factor 1 Macf1 pS5551 1.0
MAP1B Microtubule-associated protein 1B Mapib pS1151 1.3
MAP1B Microtubule-associated protein 1B Mapib pS1778 pS1781 pT1784 1.0
MAP4 Microtubule-associated protein 4 Map4 pS617 1.1
MAP4 Microtubule-associated protein 4 Map4 pS475 1.0
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MAP4 Microtubule-associated protein 4 Map4 pS517 1.0
MAP6 Microtubule-associated protein 6 Map6 pS632 1.9
MARCS Myristoylated alanine-rich C-kinase substrate Marcks pS113 9.0
MAST4 Microtubule-associated serine/threonine-protein kinase 4 Mast4 pS2549 1.2
MDCH1 Mediator of DNA damage checkpoint protein 1 Mdc1 pT325 1.4
MOES Moesin Msn pS576 1.0
MPRIP Myosin phosphatase Rho-interacting protein Mprip pS617 1.1
MXRA7 Matrix-remodeling-associated protein 7 Mxra7 pS79 pS96 8.3
MYC Myc proto-oncogene protein Myc pS71 1.4
MYPT1 Protein phosphatase 1 regulatory subunit 12A Pppiri2a pS299 1.0
NCK5L Nck-associated protein 5-like Nckap5l pS473 1.1
NEST Nestin Nes pS841 1.1
NFIL3 Nuclear factor interleukin-3-regulated protein Nfil3 pS353 1.8
NOP2 Probable 28S rRNA (cytosine-C(5))-methyltransferase Nop2 pS59 1.1
NUP93 Nuclear pore complex protein Nup93 Nup93 pS52 1.3
ODPA Pyruvate dehydrogenase E1 component subunit alpha, somatic form, Pdhal pS232 13
mitochondrial
OTUBHM1 Ubiquitin thioesterase OTUB1 Otub1 pS16 1.0
P66B Transcriptional repressor p66-beta Gatad2b pS136 1.1
PA24A Cytosolic phospholipase A2 Pla2g4a pS726 1.3
PAIRB Plasminogen activator inhibitor 1 RNA-binding protein Serbp1 pS252 2.3
PAK1 Serine/threonine-protein kinase PAK 1 Pak1 pS204 1.4
PAK2 Serine/threonine-protein kinase PAK 2 Pak2 pS197 1.1
PAXI Paxillin Pxn pS83 1.0
PDXD1 Pyridoxal-dependent decarboxylase domain-containing protein 1 Pdxdc1 pT687 pT691 1.3
PHAR4 Phosphatase and actin regulator 4 Phactr4 pT146 1.0
PHF2 Lysine-specific demethylase PHF2 Phf2 pS848 1.1
PNISR Arginine/serine-rich protein PNISR Pnisr pS726 1.2
PP1RA Serine/threonine-protein phosphatase 1 regulatory subunit 10 Ppp1r10 pS313 1.0
PP2BA Serine/threonine-protein pho;;;?oart;se 2B catalytic subunit alpha Ppp3ca pS462 38
PPR18 Phostensin Ppp1r18 pS194 1.0
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PRC2C Protein PRRC2C Prrc2c pS102 1.7
PRUN2 Protein prune homolog 2 Prune2 pS704 2.0
PSA5 Proteasome subunit alpha type-5 Psma5 pS56 1.1
PTRF Polymerase | and transcript release factor Ptrf pS169 1.1
RAI14 Ankycorbin Rai14 pS318 1.2
RBM34 RNA-binding protein 34 Rbm34 pS20 1.0
RHG17 Rho GTPase-activating protein 17 Arhgap17 pT730 pT734 pT736 1.6
RIPK3 Receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 3 Ripk3 pS179 1.2
RLA2 60S acidic ribosomal protein P2 Rplp2 pS74 1.0
RTN4 Reticulon-4 Rtn4 pT430 1.1
SAFB1 Scaffold attachment factor B1 Safb pS354 9.7
SAFB2 Scaffold attachment factor B2 Safb2 pS375 2.8
SF3A1 Splicing factor 3A subunit 1 Sf3al pT348 pS357 8.6
SH3G1 Endophilin-A2 Sh3gl1 pS288 1.1
SPG20 Spartin Spg20 pS126 1.0
SQSTM Sequestosome-1 Sgstm1 pS368 1.6
SQSTM Sequestosome-1 Sgstm1 pT272 1.1
SRRM2 Serine/arginine repetitive matrix protein 2 Srrm2 pS1209 pS1216 1.7
SRRM2 Serine/arginine repetitive matrix protein 2 Srrm2 pS2646 1.1
SSA27 Sjoegren syndrome/scleroderma autoantigen 1 homolog Ssscal pS78 2.8
SYDE1 Rho GTPase-activating protein SYDE1 Syde1 pS576 2.7
SYNE2 Nesprin-2 Syne2 pS4184 1.1
SYNRG Synergin gamma Synrg pS1067 1.0
SYNRG Synergin gamma Synrg pS576 1.2
T22D4 TSC22 domain family protein 4 Tsc22d4 pS165 1.2
T22D4 TSC22 domain family protein 4 Tsc22d4 pS271 1.1
TAB2 TGF-beta-activated kinase 1 and MAP3K7-binding protein 2 Tab2 pS584 1.0
TB182 182 kDa tankyrase-1-binding protein Tnks1bp1 pS1657 1.4
TBC15 TBC1 domain family member 15 Tbc1d15 pS32 1.1
TBC8B TBC1 domain family member 8B Thc1d8b pS358 1.4
TBCD4 TBC1 domain family member 4 Tbc1d4 pS595 1.1
TBCD5 TBC1 domain family member 5 Tbc1d5 pS565 pS568 1.0
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TISD Zinc finger protein 36, C3H1 type-like 2 Zfp3612 pS464 1.6
TNR6A Trinucleotide repeat-containing gene 6A protein Tnrc6a pS1804 1.1
TP53B Tumor suppressor p53-binding protein 1 Tp53bp1 pS816 1.1
TPC10 Trafficking protein particle complex subunit 10 Trappc10 pS708 1.0
TPC10 Trafficking protein particle complex subunit 10 Trappc10 pS685 1.1

TYY1 Transcriptional repressor protein YY1 Yyl pS247 1.2
UBE20 (E3-independent) E2 ubiquitin-conjugating enzyme UBE20O Ube20 pS394 1.2

UBR4 E3 ubiquitin-protein ligase UBR4 Ubr4 pS362 1.1
WDTC1 WD and tetratricopeptide repeats protein 1 Wdtc1 pS227 1.1
ZBED6 Zinc finger BED domain-containing protein 6 Zbed6 pS809 8.9
ZC3HD Zinc finger CCCH domain-containing protein 13 Zc3h13 pS1484 1.1
ZCHC8 Zinc finger CCHC domain-containing protein 8 Zcchce8 pS599 pS610 9.4

ZFR Zinc finger RNA-binding protein Zfr pS1054 1.0

PTM: modificacién postraduccional, FC: “fold change” de fosfopétidos en H,O, + PJ34 respecto al control.
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Uniprot ID

Tabla IV

Nombre de la proteina

Gene IDy sitio de
PTM

motivo PTM

Efecto de PJ34

ATRX Transcriptional regulator ATRX Atrx pS111 AATENSENDIT Incremento
BRCA1* Breast cancer type 1 susceptibility protein homolog Brcal pS1422 NENPVSQNLKS Incremento
CLIC4 Chloride intracellular channel protein 4 Clic4 pS167 EIDENSMEDIK Incremento
CNDH2* Condensin-2 complex subunit H2 Ncaph2 pS494 QETELSQRIRD Incremento
COPRS* Coordinator of PRMT5 and differentiation stimulator Coprs pS16 PGERSSQEAPS Incremento
CSN7A* COP9 signalosome complex subunit 7a Cops7a pS232 AAAATSQDPEQ Incremento
DCK* Deoxycytidine kinase Dck pS74 EELTTSQKSGG Incremento
EIF3B Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit B Eif8b pS111 ARGHPSAGAEE Descenso
Eif3b pS111 pS120 | ARGHPSAGAEE
EIF3B Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit B 05123 EEEGGSDGSAA Descenso
GGSDGSAAEAE
FLNB Filamin-B Finb pS2487 ANETSSILVES Incremento
FUBP2* Far upstream element-binding protein 2 Khsrp pS275 LIQDGSQNTNV Incremento
GSH1 Glutamate--cysteine ligase catalytic subunit Gclc pS8 LLSQGSPLSWE Incremento
GSK3A Glycogen synthase kinase-3 alpha Gsk3a pS21 RARTSSFAEPG Incremento
HMGN1 Non-histone chromosomal protein HMG-14 Hmgn1 pS7 PKRKVSADGAA Descenso
HMOX1 Heme oxygenase 1 Hmox1 pS242 RQRPASLVQDT Incremento
12BP2 Interferon regulatory factor 2-binding protein 2 Irf2bp2 pS438 pS443 TTRANSSSPPS Descenso
SSSPPSPSSMN
KIF23 Kinesin-like protein KIF23 Kif23 pS720 SNSCSSISVAS Incremento
MDC1* Mediator of DNA damage checkpoint protein 1 Mdc1 pS975 QSLLTSQSQKQ Incremento
NASP* Nuclear autoantigenic sperm protein Nasp pS755 ENQAESQTAEG Incremento
NEDD4 E3 ubiquitin-protein ligase NEDD4 Nedd4 pS309 TRRQISEDVDG Descenso
NEST Nestin Nes pS840 QESLRSLDENQ Incremento
. TKRLKSVEDEM
NFIA Nuclear factor 1 A-type Nfia pS303 pS310 EDEMDSPGEEP Descenso
P66B Transcriptional repressor p66-beta prg?ggbpg: ;%1 %F;(i? :513-';8'3"3"\3/' Incremento

296

se|qe| ||| oxauy



DIIVLSDNEAS

PABP2* Polyadenylate-binding protein 2 Pabpn1 pS91 SGAPGSQEEEE Incremento
PLEC Plectin Plec pS2586 IQRQQSDHDAE Descenso
PP4R2 Serine/threonine-protein phosphatase 4 regulatory subunit 2 Ppp4r2 pS354 EGSGVSPAQTD Incremento
PP4R2* Serine/threonine-protein phosphatase 4 regulatory subunit 2 Ppp4r2 pS261 VRETASQTVSG Incremento
RANB3* Ran-binding protein 3 Ranbp3 pS283 GSESSSQEAAP Incremento
SAC2 Phosphatidylinositide phosphatase SAC2 Inpp5f pS829 LWKSDSSLETM Incremento
SMC3* Structural maintenance of chromosomes protein 3 Smc3 pS1083 ERGSGSQSSVP Incremento
SP1* Transcription factor Sp1 Sp1 pS384 GSLQGSQQKEG Incremento
SRRM2* Serine/arginine repetitive matrix protein 2 Srrm2 pS1194 LLPNSSQDELM Incremento
SUGP1 SURP and G-patch domain-containing protein 1 Sugp1 pS336 SLRRKSAPEAL Incremento
SZRD1 SUZ domain-containing protein Szrd1 pS105 pS107 ﬁg%ﬁg@gggg Descenso
TIF1B* Transcription intermediary factor 1-beta Trim28 pS501 DLTSDSQPPVF Incremento
TR150* Thyroid hormone receptor-associated protein 3 Thrap3 pS210 FSGGTSQDIKG Incremento
UBQL4* Ubiquilin-4 Ubgln4 pS313 SDNSSSQPLRT Incremento
UBXN7* UBX domain-containing protein 7 Ubxn7 pS266 DASEDSQLEAA Incremento
WDR13 WD repeat-containing protein 13 Wdr13 pS116 pY117 S AE e Descenso
VSRGSYQLQAQ
ZC11A* Zinc finger CCCH domain-containing protein 11A Zc3h11a pS730 SGPSSSQTATK Incremento

PTM: modificacion postraduccional; *Proteinas con fosforilacion en motivos SQ.
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Tabla V

Uniprot ID Nombre de la proteina Gene ID Yy sitio de PTM FC1 FC2
3BP5 SH3 domain-binding protein 5 SH3BP5 pS8 74 | 6.0
AMOL2 Angiomotin-like protein 2 AMOTLZ2 pR526 AMOTL2 pS540 36 | 1.2
AMPD2 AMP deaminase 2 AMPD2 pS192 9.7 | 6.0
ARAF Serine/threonine-protein kinase A-Raf ARAF pS547 6.0 | 3.3
ARBK1 Beta-adrenergic receptor kinase 1 GRK2 pS670 25 | 05
ARI1A AT-rich interactive domain-containing protein 1A ARID1A pS1182 6.7 | 4.9
BAZ1A Bromodomain adjacent to zinc finger domain protein 1A BAZ1A pS1283 24 | 13
CSK22 Casein kinase Il subunit alpha’ CSNK2A2 pS333 22 | 1.1
CTND1 Catenin delta-1 CTNND1 pT61 16 | -1.9
DIDO1 Death-inducer obliterator 1 DIDO1 pS1456 DIDO1 pS1471 7.2 | 0.0
FBSL Fibrosin-1-like protein FBRSL1 pS338 59 | 3.7
FNIP1 Folliculin-interacting protein 1 FNIP1 pS220 2.1 0.9
GOGA4 Golgin subfamily A member 4 GOLGA4 pS266 23 | 1.1
GORS2 Golgi reassembly-stacking protein 2 GORASP2 pT225 3.1 1.9
GPC5C G-protein coupled receptor family C group 5 member C GPRC5C pS383 6.9 | 1.7
HMOX1 Heme oxygenase 1 HMOX1 pS229 -14 | -0.3
HNRPU Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U HNRNPU pS66 1.3 | -0.4
HP1B3 Heterochromatin protein 1-binding protein 3 HP1BP3 pS70 -1.7 | 0.3
HXC10 Homeobox protein Hox-C10 HOXC10 pS189 26 | 0.6
ITPI2 Protein ITPRID2 SSFA2 pT1163 SSFA2 pS1165 1.9 | -0.9
K2C8 Keratin, type Il cytoskeletal 8 KRT8 pT413 24 | 0.8
K2C8 Keratin, type Il cytoskeletal 8 KRT8 pM406 KRT8 pS410 30 | 1.5
LAR4B La-related protein 4B LARP4B pS585 6.2 | 1.7
LARP1 La-related protein 1 LARP1 pS580 44 | 25
LIMD1 LIM domain-containing protein 1 LIMD1 pR230 LIMD1 pS233 55 | 3.9
LIPB1 Liprin-beta-1 PPFIBP1 pS1003 -1.4 | -0.3
LMNA Prelamin-A/C LMNA pS651 49 | 27
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MYO15 Unconventional myosin-XV MYO15A pS876 34 | 0.0
NASP Nuclear autoantigenic sperm protein NASP pS397 6.6 | 5.3
NUMB Protein numb homolog NUMB pS247 NUMB pT250 6.1 4.2
NUP50 Nuclear pore complex protein Nup50 NUP50 pT228 14 | 0.3
NXP20 Protein NOXP20 FAM114A1 pS261 53 | 3.1
P121A Nuclear envelope pore membrane protein POM 121 POM121 pS378 POM121C pS355 7.5 | 52
P121A Nuclear envelope pore membrane protein POM 121 POM121 pT693 POM121C pT670 1.5 | 0.3
PP1RB E3 ubiquitin-protein ligase PPP1R11 PPP1R11 pM124 PPP1R11 pT102 1.3 | 0.1
PPR18 Phostensin PPP1R18 pS479 36 | 1.7
PTN3 Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 3 PTPN3 pS357 1.3 | -0.5
PUR2 Trifunctional purine biosynthetic protein adenosine-3 GART pS796 54 | 4.1
RBGPR Rab3 GTPase-activating protein non-catalytic subunit RAB3GAP2 pS450 10.0 | 8.3
SCAM2 Secretory carrier-associated membrane protein 2 SCAMP2 pS319 8.7 | 7.7
SIK3 Serine/threonine-protein kinase SIK3 SIK3 pK863 SIK3 pS866 24 | 0.5
SIN3A Paired amphipathic helix protein Sin3a SIN3A pS10 56 | 0.0
SIN3A Paired amphipathic helix protein Sin3a SIN3A pY13 53 | 0.0
SNX17 Sorting nexin-17 SNX17 pS440 39 | 0.5
SNX2 Sorting nexin-2 SNX2 pS117 6.3 | 3.1
SON Protein SON SON pS1670 7.9 | 6.5
SPE39 Spermatogenesis-defective protein 39 homolog VIPAS39 pS126 1.3 | -0.1
SPN90 NCK-interacting protein with SH3 domain NCKIPSD pS122 7.2 | 5.0
SRRM2 Serine/arginine repetitive matrix protein 2 SRRM2 pS24 48 | 26
SRRM2 Serine/arginine repetitive matrix protein 2 SRRM2 pM2268 SRRM2 pS2272 14 | 04
STAU2 Double-stranded RNA-binding protein Staufen homolog 2 STAU2 pM444 STAU2 pS455 47 | 0.0
STIM2 Stromal interaction molecule 2 STIM2 pS678 20 | -01
T2FA General transcription factor IIF subunit 1 GTF2F1 pS442 GTF2F1 pT445 1.9 | 0.6
TF3C4 General transcription factor 3C polypeptide 4 GTF3C4 pS611 3.5 | 0.0
TIF1B Transcription intermediary factor 1-beta TRIM28 pM550 TRIM28 pT531 39 | 16
TIF1B Transcription intermediary factor 1-beta TRIM28 pT536 48 | 2.5
TIF1B Transcription intermediary factor 1-beta TRIM28 pT531 47 | 24
TNS2 Tensin-2 TNS2 pS832 21 | 0.8
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UGDH UDP-glucose 6-dehydrogenase UGDH pS476 51 | 2.8
VP26B Vacuolar protein sorting-associated protein 268 VPS26B pS302 6.0 | 4.1
VP26B Vacuolar protein sorting-associated protein 268 VPS26B pS304 39 23
WNK1 Serine/threonine-protein kinase WNK1 WNK1 pS170 1.7 | -0.4
WNK1 Serine/threonine-protein kinase WNK1 WNK1 pS170 14 | -04
WNK1 Serine/threonine-protein kinase WNK1 WNK1 pS2370 1.9 | 0.6
YAP1 Transcriptional coactivator YAP1 YAP1 pM404 YAP1 pS400 44 | 0.0
YAP1 Transcriptional coactivator YAP1 YAP1 pT376 39 | 0.3
YAP1 Transcriptional coactivator YAP1 YAP1 pS397 50 | 2.2
YAP1 Transcriptional coactivator YAP1 YAP1 pS400 28 | 0.8
YAP1 Transcriptional coactivator YAP1 YAP1 pS127 YAP1 pS128 1.6 | 04
ZCHCS8 Zinc finger CCHC domain-containing protein 8 ZCCHC8 pS636 3.8 | 0.0

PTM: modificacién postraduccional; FC1: “fold change” de fosfopétidos en H,O, respecto al control.; FC2: “fold change” de fosfopétidos en

H-0. + PJ34 respecto al control.
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Tabla VI

Uniprot ID Nombre de la proteina Gene ID Yy sitio de PTM FC1 FC2
ABCF3 ATP-binding cassette sub-family F member 3 ABCF3 pS79 35 | 23
ADCY9 Adenylate cyclase type 9 ADCY9 pT686 ADCY9 pS688 23 | -1.0
AKP13 A-kinase anchor protein 13 AKAP13 pS1365 3.0 | 1.1
ANXA2 Annexin A2 ANXA2 pY24 ANXA2P2 pY24 1.0 | -0.2
BAZ1A Bromodomain adjacent to zinc finger domain protein 1A BAZ1A pT731 -1.1 | 041
CA229 Putative uncharacterized protein C10rf229 C1orf229 pS107 C1orf229 pT111 -7.3 | -1.0
CBPD Carboxypeptidase D CPD pT1368 -24 | -0.6

CBY1 Protein chibby homolog 1 CBY1 pS18 1.3 | -0.5
CTND1 Catenin delta-1 CTNND1 pT61 1.6 | -0.7
DIDO1 Death-inducer obliterator 1 DIDO1 pS1456 DIDO1 pS1471 72 | 0.0
DOCK7 Dedicator of cytokinesis protein 7 DOCK?7 pS927 1.5 | 0.0
EF1D Elongation factor 1-delta EEF1D pT147 -1.6 | -0.4
EF1D Elongation factor 1-delta EEF1D pS162 -1.6 | -05
ELF2 ETS-related transcription factor EIf-2 ELF2 pT421 40 | 1.9
F208B Protein FAM208B FAM208B pR1217 FAM208B pS1226 | 9.1 | 7.4
FA76B Protein FAM76B FAM76B pS237 72 | 0.0
FGD1 FYVE, RhoGEF and PH domain-containing protein 1 FGD1 pS48 1.8 | 0.7
HAUS6 HAUS augmin-like complex subunit 6 HAUS6 pS556 2.1 | -0.9
HUWE1 E3 ubiquitin-protein ligase HUWE1 HUWE1 pS1395 -4.7 | -0.2
HXC10 Homeobox protein Hox-C10 HOXC10 pS189 26 | 0.7
ITPI2 Protein ITPRID2 SSFA2 pT1163 SSFA2 pS1165 1.9 | -05
KDM2A Lysine-specific demethylase 2A KDM2A pS28 1.6 | 0.2
KDM2A Lysine-specific demethylase 2A KDM2A pS28 1.5 | 0.0
LIPB1 Liprin-beta-1 PPFIBP1 pS1003 -1.4 | -04
LMNA Prelamin-A/C LMNA pS651 49 | 2.0
LYRIC Protein LYRIC MTDH pS308 -1.3 | -0.3
MYO15 Unconventional myosin-XV MYO15A pS876 34 | 0.0
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NOLC1 Nucleolar and coiled-body phosphoprotein 1 NOLC1 pS83 NOLC1 pS91 2.0 | -0.2
NPM Nucleophosmin NPM1 pT78 1.5 | -0.8
NU155 Nuclear pore complex protein Nup155 NUP155 pS994 1.5 | -1.0
NUCL Nucleolin NCL pM175 NCL pS145 -1.2 | 0.4
NUCL Nucleolin NCL pS145 -1.5 | -0.2
NUMB Protein numb homolog NUMB pS247 NUMB pT250 6.1 49
PDESA High affinity cAMP-specific a_nd IBMX-insensitive 3',5'-cyclic PDESA pT388 PDESB pT448 74 | 45
phosphodiesterase 8A
PGRC2 Membrane-associated progesterone receptor component 2 PGRMC2 pT211 -1.6 | 0.2
PGRC2 Membrane-associated progesterone receptor component 2 PGRMC2 pY210 2.6 | 0.2
Phosphoprotein associated with glycosphingolipid-enriched
PHAG1 phop s doma/g'n}.; ; pRINGolp PAG1 pS353 29 17
PIGB GPI mannosyltransferase 3 PIGB pS39 -39 | 0.2
PLCL2 Inactive phospholipase C-like protein 2 PLCL2 pM127 PLCL2 pS123 -1.2 | 0.0
QRIC1 Glutamine-rich protein 1 QRICH1 pS343 1.2 | -04
QRIC1 Glutamine-rich protein 1 QRICH1 pY337 1.2 | -04
QRIC1 Glutamine-rich protein 1 QRICH1 pT347 1.2 | -0.2
RNZ2 Zinc phosphodiesterase ELAC protein 2 ELAC2 pS199 -2.1 | -0.3
SBNO1 Protein strawberry notch homolog 1 SBNO1 pS837 55 | 34
SET1A Histone-lysine N-methyltransferase SETD1A SETD1A pT241 6.3 | 3.6
SET1A Histone-lysine N-methyltransferase SETD1A SETD1A pY227 6.3 | 3.6
SF3B1 Splicing factor 3B subunit 1 SF3B1 pT341 -2.8 | -0.2
SIK3 Serine/threonine-protein kinase SIK3 SIK3 pK863 SIK3 pS866 24 | -0.8
SON Protein SON SON pS1670 79 | 5.2
SPE39 Spermatogenesis-defective protein 39 homolog VIPAS39 pS126 1.3 | 0.3
SRPK2 SRSF protein kinase 2 SRPK2 pS494 1.4 | 0.0
STA5A Signal transducer and activator of transcription 5A STAT5A pS127 1.7 | 0.4
STIM2 Stromal interaction molecule 2 STIM2 pS678 20 | 04
SYMPK Symplekin SYMPK pM509 SYMPK pS494 45 | 29
TEX2 Testis-expressed protein 2 TEX2 pS194 36 | 1.3
TGIF1 Homeobox protein TGIF1 TGIF1 pS140 -3.3 | -1.3
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TIF1B Transcription intermediary factor 1-beta TRIM28 pT611 TRIM28 pS612 1.1 | -0.1
TM10A tRNA methyltransferase 10 homolog A TRMT10A pS318 -3.6 | 0.5
TP53B TP53-binding protein 1 TP53BP1 pT1341 20 | -0.3
TPX2 Targeting protein for Xkip2 TPX2 pT72 -2.6 | -1.6
TR150 Thyroid hormone receptor-associated protein 3 THRAP3 pS315 THRAP3 pS320 -1.1 | 0.3
TR150 Thyroid hormone receptor-associated protein 3 THRAP3 pT324 THRAPS pY328 -1.1 | 0.3
UBQL4 Ubiquilin-4 UBQLN4 pS315 6.3 | 4.6
UGDH UDP-glucose 6-dehydrogenase UGDH pS476 5.1 0.3
WNK1 Serine/threonine-protein kinase WNK1 WNK1 pS170 14 | 0.2
WWC3 Protein WWC3 WWC3 pS451 1.5 | 0.4
YAP1 Transcriptional coactivator YAP1 YAP1 pS397 50 | 3.3
YAP1 Transcriptional coactivator YAP1 YAP1 pM404 YAP1 pS400 44 | 1.7
YAP1 Transcriptional coactivator YAP1 YAP1 pS400 28 | 1.7
YAP1 Transcriptional coactivator YAP1 YAP1 pT141 J%ZL PT143 YAPT 22 | 11
ZCHCS8 Zinc finger CCHC domain-containing protein 8 ZCCHC8 pS636 3.8 | 0.0
ZMYM4 Zinc finger MYM-type protein 4 ZMYM4 pS935 -43 | 0.7
ZN638 Zinc finger protein 638 ZNF638 pS1400 -1.8 | 04

PTM: modificaciéon postraduccional; FC1: “fold change” de fosfopétidos en H.O, respecto al control; FC2: “fold change” de fosfopétidos en

H.O, + NAD" respecto al control.
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Tabla VII

Uniprot ID Nombre de la proteina Gene ID Yy sitio de PTM FC1 FC2
AAK1 APZ2-associated protein kinase 1 AAK1 pS652 28 | 0.7
ACACA Acetyl-CoA carboxylase 1 ACACA pM79 ACACA pS80 3.7 | 22
ACACA Acetyl-CoA carboxylase 1 ACACA pS77 31 | 1.8
ADNP Activity-dependent neuroprotector homeobox protein ADNP pS711 29 | -1.6
AHNK2 Protein AHNAK2 AHNAK2 pS1913 33 | 2.7
AKA11 A-kinase anchor protein 11 AKAP11 pT1485 29 | 25
ANKS3 Ankyrin repeat and SAM domain-containing protein 3 ANKS3 pS416 -3.5 | -1.7
BCLF1 Bcl-2-associated transcription factor 1 BCLAF1 pY284 6.2 | 3.0
BCLF1 Bcl-2-associated transcription factor 1 BCLAF1 pS290 34 | 0.0
CAMP2 Calmodulin-regulated spectrin-associated protein 2 CAMSAP2 pS1321 -1.1 ] 0.9
CDR2L Cerebellar degeneration-related protein 2-like CDR2L pT320 23 | 1.3
CHSP1 Calcium-regulated heat stable protein 1 CARHSP1 pS41 41 | -55
CNTP4 Contactin-associated protein-like 4 CNTNAP4 pS(517-524) -2.6 | -0.6
CR025 Uncharacterized protein C18orf25 C18orf25 pS39 55 | 3.6
DCLK2 Serine/threonine-protein kinase DCLK2 DCLK2 pK352 DCLK2 pS355 -7.8 | 041
DHX57 Putative ATP-dependent RNA helicase DHX57 DHX57 pS127 -1.7 | -04
DTL Denticleless protein homolog DTL pS490 -2.7 | -1.8
EHBP1 EH domain-binding protein 1 EHBP1 pT427 EHBP1 pS428 19 | 15
FA76B Protein FAM768B FAM76B pS237 5.0 | 37
FAS Fatty acid synthase FASN pS1174 46 | 3.2
HECD1 E3 ubiquitin-protein ligase HECTD1 HECTD1 pS1387 29 | 33
K2C7 Keratin, type Il cytoskeletal 7 KRT7 pS71 1.2 | 1.5
LASP1 LIM and SH3 domain protein 1 LASP1 pS61 -1.1 | 0.0
M3K1 Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 1 MAP3K1 pS1018 47 | 1.0
MAGB2 Melanoma-associated antigen B2 MAGEB2 pS77 -1.7 | -0.3
MAP1B Microtubule-associated protein 1B MAP1B pS614 -1.3 | 05
MPRIP Myosin phosphatase Rho-interacting protein MPRIP pS977 25 | 2.2
MYH9 Myosin-9 MYH9 pS1943 -1.5 ] 04
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NOLCH1 Nucleolar and coiled-body phosphoprotein 1 NOLC1 pS504 24 | -0.7
NPM Nucleophosmin MAP4K3 pS616 NPM1 pS137 -2.6 | -0.6
NU153 Nuclear pore complex protein Nup153 NUP153 pS1463 -2.2 | -0.6
NUMA1 Nuclear mitotic apparatus protein 1 NUMA1 pT1854 6.1 1.4
PAK4 Serine/threonine-protein kinase PAK 4 PAK4 pS148 -6.6 | -3.1
PARP1 Poly [ADP-ribose] polymerase 1 PARP1 pS257 46 | 3.7
PDE3A cGMP-inhibited 3',5'-cyclic phosphodiesterase A PDES3A pS428 -2.0 | -0.8
PEAK1 Inactive tyrosine-protein kinase PEAK1 PEAK1 pT860 57 | 43
PHIP PH-interacting protein PHIP pT1482 -14 1.7
PYRG2 CTP synthase 2 CTPS2 pS571 1.3 | -0.6
RL1D1 Ribosomal L1 domain-containing protein 1 RSL1D1 pS421 RSL1D1 pS427 -1.6 | -0.6
RRP15 RRP15-like protein RRP15 pS227 -20 | -04
RU2A U2 small nuclear ribonucleoprotein A’ SNRPA1 pS178 -2.0 | -0.3
SPF30 Survival of motor neuron-related-splicing factor 30 SMNDC1 pS201 -1.7 | -0.7
SRGP1 SLIT-ROBO Rho GTPase-activating protein 1 SRGAP1 pS1032 27 | 1.9
STIM2 Stromal interaction molecule 2 STIM2 pS661 45 | 23
TAGL2 Transgelin-2 TAGLN2 pS163 40 3.0
TAGL2 Transgelin-2 TAGLN2 pS185 TAGLN3 pS185 29 | 0.0
UBP2L Ubiquitin-associated protein 2-like UBAP2L pS859 1.7 | 0.7
UGDH UDP-glucose 6-dehydrogenase UGDH pS476 86 | 6.4
YAP1 Transcriptional coactivator YAP1 YAP1 pT376 39 | 1.1
ZFAN5 AN1-type zinc finger protein 5 ZFANDS5 pS48 ZFANDS5 pT52 34 | 0.0
ZN106 Zinc finger protein 106 ZNF106 pS864 -21 | -04
ZN106 Zinc finger protein 106 ZNF106 pS452 34 | 9.9

PTM: modificaciéon postraduccional; FC1: “fold change” de fosfopétidos en siNT + H.O, respecto al control; FC2: “fold change” de fosfopétidos

en siPARP-1 + H.O. respecto al control.
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