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Resumen

Las roturas de doble cadena del DNA (DSBs) son las lesiones que mas afectan a la
supervivencia celular y a la integridad del genoma. Las células presentan diferentes
mecanismos de reparacion, entre los que encontramos un mecanismo menos estudiado
denominado unién de extremos no homologos alternativa (A-NHEJ). En este destaca la
participacion de la DNA polimerasa theta (POLS), la cual se encuentra sobreexpresada
en muchos céanceres, siendo necesaria para la supervivencia de las células tumorales
deficientes en la recombinacion homologa (HR). Ademas, diferentes estudios sugieren
la importancia de la polimerasa incluso en células con HR funcional, por lo que es una
diana terapéutica de gran potencial. Tras comprobar previamente que las células
tumorales prostaticas estudiadas no eran deficientes en la HR, el objetivo de este trabajo
consistio en determinar el posible papel de POLS frente al estrés replicativo en dichas
células, las cuales dependen de POLO para su supervivencia segin resultados previos
del grupo. Para ello, se realiz6 el silenciamiento de POLQ y el tratamiento posterior con
agentes inductores de estrés replicativo (camptotecina, etoposido e hidroxiurea)
analizando después el dafio producido en las células mediante la inmunodeteccion por
western-blot de la histona YH2AX, marcador de DSBs. También se llevo a cabo el
analisis del efecto producido en el ciclo celular. Estos resultados mostraron diferencias
notables entre las células silenciadas y las células control, de tal forma que la inhibicion
de POLO promovié una acumulacion de células en las fases Gl y S, indicando una
dificultad aumentada a la hora de replicar el DNA y continuar el ciclo. Adicionalmente,
en este trabajo se llevo a cabo el clonaje de un plasmido inducible por doxiciclina
denominado L73-POLQ capaz de silenciar POLQ.
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Introduccién

Roturas de doble cadena del DNA

Dentro de los dafios producidos en el DNA encontramos a las roturas de doble cadena (DSB) como las
lesiones mas severas, pudiendo provocar que la supervivencia celular y la informacion genética se vean
gravemente comprometidas. Las DSBs pueden producirse tanto por agentes exdgenos, como los agentes
quimioterapéuticos o la radiacion ionizante, asi como por fuentes endogenas, como durante la replicacion
[1, 2]. Si estas roturas no son reparadas por los mecanismos de respuesta al dafio en el DNA (DDR)
pueden dar lugar a la muerte celular, pero si la reparacion que se da no se produce correctamente, puede
provocar la induccion de reordenamientos cromosoémicos o de mutaciones, ambos acontecimientos
identificados como dos de los mas comunes en el desarrollo de la oncogénesis y otras enfermedades
genéticas [3,4]. La inestabilidad genémica es uno de los principales factores asociados a las células
tumorales, de tal forma que facilita la presencia de una mayor predisposicion a sufrir lesiones en el DNA
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como las DSBs [5]. Las dos vias principales de reparacion de roturas de doble cadena que encontramos en
las células son la Recombinacion Homoéloga (Homologous Recombination, HR) y la Unidon de extremos
no homologos clasica (Clasical non homologous end-joining, C-NHEJ), a las que se suma un tercer
mecanismo menos estudiado denominado Unién de extremos no homodlogos alternativa (Alternative non
homologous end-joining, A-NHEJ) [2,6].

La unién de extremos no homologos alternativa (A-NHEJ), la cual también puede ser denominada union
de extremos mediada por microhomologias (MMEJ) o, mas recientemente, unién de extremos mediada
por la polimerasa theta [7] es un mecanismo utilizado principalmente durante las fases S y G2 del ciclo
celular. En muchos casos implica el anillamiento de microhomologias, las cuales consisten en secuencias
homologas de 1-10 pares de bases que se encuentran a ambos lados de la rotura de doble cadena [8]. El
proceso de reparacion comienza con la reseccion por la accion de la proteina CtIP y el complejo MRN [9,
10]. Adicionalmente, encontramos la participacion de la proteina PARP-1, la cual interviene en el
reclutamiento de los demas componentes a los extremos de DNA tras la reseccion. La polimerasa POLS,
codificada por el gen POLQ, se une a los extremos de cadena sencilla de DNA (ssDNA) y une las
secuencias de microhomologia para utilizarlas como cebadores y poder comenzar la sintesis de DNA. En
ultimo lugar, los extremos de DNA son ligados por accion de la DNA ligasa 3 de tal forma que finaliza el
proceso de reparacion. Sin embargo, el uso de microhomologias conlleva a frecuentes deleciones e
incluso inserciones de secuencia [7, 11].

Cuando la recombinacion homoéloga o la uniéon de extremos no homologos clasica estan dafiadas o no son
funcionales, la unioén de extremos no homologos alternativa adquiere suma importancia, de tal forma que
las células compensan la deficiencia de las otras vias adquiriendo una gran dependencia por la via
alternativa para su supervivencia [12, 13].

DNA polimerasa theta (POLB)

POLSO es una enzima multifuncional, perteneciente a la familia de las polimerasas A. Fue identificada por
primera vez en Drosophila melanogaster y se caracteriza por constar de un dominio helicasa N-terminal y
un dominio polimerasa C-terminal, unidos por una regioén central [14,15]. POLS es la unica polimerasa
eucariota con un dominio helicasa conocida hasta el momento. El dominio polimerasa es el responsable
de la sintesis de DNA mientras que el dominio helicasa posee actividad ATPasa y actividad helicasa [7].
POLS también puede actuar como una polimerasa de sintesis sobre lesion del DNA (TLS, trans-lesion
synthesis) [16], siendo capaz de replicar DNA dafiado, afladiendo nucledtidos incluso en presencia de
lesiones mutagénicas tales como sitios AP (sitio apurinico/apirimidinico). Por ello, esta enzima participa
en la tolerancia al dafio en el DNA y en la reparacion de otras lesiones ademas de DSBs [7].

Los niveles de expresion de la polimerasa POLO en tejidos normales son muy bajos, pero esta se
encuentra sobreexpresasada en muchos canceres como el cancer de pulmén, ovario, mama o colon [15].
Sin embargo, esta expresion aumentada ha sido asociada a un peor prondstico de los pacientes y, por
tanto, puede ser utilizada como un indicador de la agresividad del cancer [7, 11]. Debido a la dependencia
por la via alternativa en las células tumorales deficientes en la recombinacion homologa, la expresion de
POLS es esencial para la supervivencia y proliferacion de aquellas células con ausencia o mutaciones en
genes implicados en la via homoéloga como BRCAI y BRCA?2 [16], asociados a distintos tipos de cancer,
como el cancer de mama.

De forma adicional, existe una creciente evidencia de que la pérdida de POLO puede ser perjudicial
incluso en presencia de una HR funcional, lo que se ha asociado a la participacion de POLO frente al
estrés replicativo [13]. Esta polimerasa tendria un papel importante en la reparacion de roturas de doble
cadena generadas a partir del colapso de la horquilla de replicacion [18]. Se ha sugerido que la regulacion
positiva de POLO en células tumorales competentes en la HR puede haber sido favorecida durante la
tumorigénesis con el objetivo de permitir una adaptacion a niveles elevados de estrés replicativo,
incrementando su viabilidad [7, 13]. Por lo tanto, esto sugiere que la expresion elevada de POLO en
algunos canceres no solo esta asociada a los mecanismos de compensacion en células deficientes en HR,
sino que también ofrece una ventaja de crecimiento a células con HR funcional [13, 17].

Cancer de prostata

El cancer de prostata (CP) se encuentra entre los cinco canceres con mayor incidencia y mortalidad,
siendo el cancer mas frecuentemente diagnosticado en hombres. Ademas de su alta incidencia, se
caracteriza por tener una gran heterogeneidad clinica y ser de lento crecimiento. En su desarrollo destaca
la funcion del receptor de androgenos (RA), cuya transmision de sefiales determina el crecimiento,
progresion e infiltracion del tumor. En el CP localizado, los tratamientos iniciales son la prostatectomia
radical o la radiacion, mientras que en el localmente avanzado o metastédsico se da la castracion quirargica
0 quimica inhibiendo la sefializacion del RA. Este tratamiento es inicialmente eficiente pero
irremediablemente se da recurrencia de la enfermedad y aparece el estadio de CP resistente a la
castracion, que es incurable. A pesar de los avances, sigue existiendo una gran necesidad clinica de



encontrar nuevas terapias y de la identificacion de vias metabdlicas o componentes con papeles esenciales
en su desarrollo [18-20].

Estudios previos realizados por este grupo indican que el silenciamiento de POLO en diferentes lineas
celulares de CP, como PC3 y LNCaP, reduce su viabilidad de forma notable, lo cual sugiere que la
expresion de esta polimerasa es esencial para la supervivencia de estas células tumorales. Debido a ello,
la DNA polimerasa POLO puede considerarse una potencial diana terapéutica y una nueva via de
tratamiento para el CP, que tendria efecto tanto en las células que responden a andrégenos (LNCaP),
como en las que son independientes de ellos (PC3). Ademas, este grupo también ha comprobado con
anterioridad la correcta funcionalidad de la recombinacién homoéloga. Nuestros resultados indican que la
inhibicion de la HR mediante el silenciamiento de los genes BRCAI y BRCA2 en estas células tumorales
de prostata lleva a un significativo descenso de la viabilidad. Esto sugiere que no son deficientes en dicha
via y que el motivo por el que la polimerasa POLB es esencial en la supervivencia de estas células no
estaria determinado por el uso del mecanismo alternativo como via compensatoria en la reparacion de
DSBs debido a mutaciones o defectos en la HR, tal y como diversos estudios sugieren que ocurre en otras
células tumorales [12, 16]. Por tanto, esto indicaria que POLO podria tener una gran relevancia incluso en
estas células competentes en la HR [13, 17]. El objetivo de este proyecto es determinar si el papel de
POLS en las células tumorales de CP radica en su posible participacion frente al estrés replicativo,
funcion descrita con anterioridad de esta polimerasa [13].

Material y Métodos

Cultivo de lineas celulares

Se utilizaron dos lineas celulares de CP obtenidas de American Type Culture Collection (ATCC). La linea
celular PC3 procede de metastasis 6sea de adenocarcinoma de prostata. Estas células carecen del receptor
de andrégenos (RA), por lo que son independientes de ellos y representan clinicamente la etapa
independiente de androgenos de CP in vitro, considerada mas agresiva y equivalente al CP metastasico
resistente. La segunda linea, LNCaP, procede de metastasis en ganglio linfatico. Presentan el receptor de
androgenos (AR), por lo que sus células son sensibles a androgenos y representan clinicamente la etapa
dependiente de androgenos de CP in vitro, considerada menos agresiva. Ambas lineas fueron cultivadas
en medio de cultivo RPMI 1640 (Sigma), suplementado con 10% de suero fetal bovino (FBS), 1% de
solucion de antibidtico, 1% de solucion de L-glutamina y 1% de solucion de aminoacidos. Las células
transfectadas con los plasmidos inducibles LT3-Renilla y LT3-POLQ fueron cultivadas en medio RPMI
sin tetraciclina (Gibco) para evitar la activacion del promotor antes de la realizacion de los ensayos de
silenciamiento. La linea celular HEK293T, caracterizadas por ser células embrionarias de riiién humano y
utilizadas para la produccion de lentivirus, fueron cultivadas en medio DMEM (Sigma), suplementado
con los mismos componentes que el medio RPMI. Todas las lineas fueron mantenidas en el incubador a
37°C en condiciones de humedad y 5% de CO?2.

Clonaje plasmidico

El plasmido shPOLQ fue clonado con anterioridad a la realizacion de este trabajo mediante la utilizacion
del vector PLKO.I. Para el clonaje del plasmido inducible denominado como LT3-POLQ, en primer
lugar, se digiri6 el vector LT3-Renilla con las enzimas EcoRI y Xhol y se purificé. Seguidamente se
realiz6 una PCR del inserto que se iba a utilizar para formar el plasmido LT3-POLQ siguiendo el
protocolo PCR Using Q5 High-Fidelity DNA Polymerase (BioLabs). El inserto fue digerido con EcoRI y
Xhol y posteriormente purificado para llevar a cabo la ligacion del vector digerido con el inserto.
Finalmente, se realizo la transformacion en células competentes. Para confirmar la secuencia de los
plasmidos de interés introducidos en las bacterias, se purificaron y se mandaron muestras para su
secuenciacion.

Transformacion de células competentes

Las bacterias utilizadas fueron de la cepa Stb/3. Tras descongelarlas, se afiadio a cada una de ellas el
plasmido de interés a transformar, dejando la mezcla en incubacion durante 15 minutos en hielo.
Posteriormente, se realizé un choque térmico incubando la mezcla a 42°C durante 40 segundos para, a
continuacion, transferirlas a hielo durante 2 minutos. Se afiadio medio LB (10 g/l peptona, 5 g/l de
extracto de levadura y 10 g/l de NaCl) sin antibiotico y se dejé incubar durante 15 minutos en agitacion y
a 37°C. Finalmente, la mezcla se plaqued en placas de LB con ampicilina ya que este era el gen de
resistencia que presentaban los vectores utilizados PLKO.1 y LT3-Renilla.

Aislamiento y purificacion de los vectores plasmidicos

El DNA utilizado en las transfecciones se purifico mediante la utilizacién del NZYMaxiprep kit
(NZYTech). Tras la incubaciéon de un preindculo de 1,5 ml durante cinco horas, las bacterias



transformadas se dejaron crecer en matraces con 200 mL de medio LB con ampicilina durante toda la
noche a 37°C y en agitacion. Posteriormente, se aislaron los plasmidos siguiendo el protocolo del kit.

Transfeccion de células HEK293T

La obtencion de lentivirus de segunda generacion portadores de las diferentes secuencias de shRNA se
consigui6é mediante la transfeccion en células HEK293T con una confluencia aproximadamente del 80%.
Se preparo6 la mezcla de transfeccion utilizando los plasmidos lentivirales VSV-G (3ug) y PsPAX (5pg),
junto con el vector lentiviral de interés (10pg), en una disolucion de NaCl (150mM). Posteriormente, para
la formacion de los liposomas se anadié polietilenimina (PEI, Img/ml) en una relacion de 1pl por cada
3ug de DNA presente, dejando incubar la mezcla durante 15 min a temperatura ambiente. Finalmente, se
afiadio la mezcla de transfeccion a los cultivos celulares y, tras cinco horas, se cambid el medio de cultivo
por medio fresco. Los sobrenadantes fueron recogidos a las 48 y 72h.

Silenciamiento de genes mediante shRNA e infeccion viral

El silenciamiento se llevo a cabo mediante infecciones lentivirales a intervalos utilizando el sobrenadante
de las células HEK293T previamente transfectadas para producir cada tipo de virus. Infecciones paralelas
con los vectores pLKO.I-shControl o LT3-Renilla se utilizaron como control negativo en los
experimentos ya que no silenciaban ningtin gen. Las denominaciones de los plasmidos y los genes que
silencian se encuentran recogidos en la Tabla 1. Tras las infecciones con los plasmidos shControl y
shPOLQ, las células fueron seleccionadas durante tres dias con puromicina (Sigma-Aldrich) con una
concentracion de 3mg/ml para PC3. Las células infectadas con LT3-Renilla y LT3-POLQ fueron
seleccionadas con neomicina (Sigma-Aldrich) con una concentracion final de 0,9mg/ml en PC3 y Img/ml
en LNCaP durante cinco dias. Las placas infectadas se compararon con placas control no infectadas a las
que se habia afadido la misma concentracion.

Plasmido Gen silenciado Gen de resistencia
PpLKO.1-puro-shControl - Puromicina
PpLKO.1-puro-human_PolQ POLQ Puromicina
LT3-Renilla - Neomicina
LT3-POLQ POLQ Neomicina

Tabla 1.- Se indican los plasmidos utilizados junto con el gen, si procede, que silencia cada uno y el
gen de resistencia correspondiente.

RT-gPCR

El aislamiento de RNA se realiz6 usando el NZY Total RNA Isolation kit (NZYTech). Tras la
cuantificacion de RNA total extraido, se realizo su transcripcion inversa a cDNA utilizando 2pg de RNA
mediante el NZY First-Strand cDNA Synthesis Kit (NZY Tech). Por tltimo, para cuantificar los niveles de
expresion, se realizé una qPCR utilizando el NZYSpeedy gPCR Green Master Mix (2x) en el sistema 7500
Fast Real-Time PCR. El protocolo consistié en un programa con un calentamiento inicial a 95°C durante
2 minutos y 40 ciclos de 5 segundos a 95°C y 30 segundos a 60°C. Los niveles de expresion de los genes
se normalizaron con respecto al control interno mediante la utilizacion del método AACt.

Ensayos de viabilidad celular

La viabilidad celular se analiz6 mediante la capacidad de las células de reducir el MTT (Sigma), sal de
tetrazolio que se reduce por la succinato deshidrogenasa mitocondrial. Se afiade el reactivo MTT
(0,5mg/ml) en el cultivo y se homogeniza, incubando la placa a 37°C y 5% de CO; durante 2h. Como
control blanco del reactivo, este se afiade a un pocillo que contiene inicamente medio. Tras la incubacion,
se retira el medio y se disuelven los cristales de formazan resultantes mediante la adicion de isopropanol.
La placa se deja a temperatura ambiente y en agitacion durante cinco minutos y finalmente se procede a la
lectura de absorbancia de cada pocillo en un lector de placas Elisa a 595 nm.

Western-Blot

Tras la seleccion con puromicina, se sembraron las células en placas de seis pocillos a una densidad de
200.000 células/pocillo. Tras 24h se realizaron los tratamientos con los diferentes agentes inductores de
estrés: camptotecina (Sigma-Aldrich), etoposido (Sigma-Aldrich) e hidroxiurea (Sigma-Aldrich). Cuatro
dias después las células se tripsinizaron, centrifugaron y se lisaron en PBS y tampon Laemmli 4x (SDS
20%, 4% 2-mercaptoetanol, 40% glicerol, 4% azul de bromofenol, 0,25 M Tris y agua miliQ) con una
relacion de 100ul de mezcla (50ul PBS/50ul tampon Laemmli) por cada milléon de células. 10ul de los



lisados celulares completos fueron separados mediante electroforesis en geles de poliacrilamida el 10% a
120 W durante 100 minutos en tampon de electroforesis (25 mM Tris-HCI, 192mM Glicina y 1% SDS) y
posteriormente la transferencia se realizo a membranas PVDF a 100 V durante 90 minutos en tampon de
transferencia (25 mM Tris-HCIL, 192 mM Glicina y 20% metanol). Finalizada la transferencia, las
membranas fueron incubadas en TTBS (Tris 0,1mM, NaCl 1,5mM y 0,05% Tween-20) con leche
desnatada al 5% durante 30-60 minutos. A continuacion, se incubaron las membranas con los anticuerpos
primarios de interés diluidos en TTBS con leche al 5% a 4°C durante toda la noche. Los anticuerpos
utilizados fueron Phospho-Histone H2A.X (Ser139) Monoclonal Antibody (Invitrogen) con una dilucion
de 1:300 y Alpha-Tubulin Monoclonal Antibody (Invitrogen) con dilucion 1:4000. Seguidamente, se
realizaron tres lavados de 10 minutos con TTBS y se incubaron con el anticuerpo secundario Anti-Mouse
IgG (Sigma) diluido a 1:5000 en TTBS con leche al 5% durante 1 hora a temperatura ambiente. Por
ultimo, se realizaron tres lavados de 10 minutos con TTBS y las membranas fueron incubadas durante 2
minutos en un reactivo de deteccion quimioluminiscente (WesternBright ECL), revelando la membrana
en un sistema BioRad ChemiDoc Imager.

Analisis del ciclo celular por citdmetro de flujo

Tras la seleccion con puromicina, se sembraron las células en placas de seis pocillos a una densidad de
200.000 células/pocillo. Tras 24h se realizaron los tratamientos con los diferentes agentes inductores de
estrés. Cuatro dias después las células se tripsinizaron y centrifugaron. El pellet de células se fijé con 1ml
de etanol frio al 70% durante 30-50 minutos a 4°C. Posteriormente el pellet se lavoé con PBS y se
resuspendié en 500pul de una solucién de ioduro de propidio y RNasas (Immunostep) dejandolo incubar
durante 15-30 minutos. El analisis del efecto del silenciamiento y el tratamiento con drogas en el ciclo
celular se realizo con un citometro de flujo MACS Quant 10 (Unidad de Cultivos, UAH).

Microscopia de fluorescencia

Tras la seleccion con neomicina, las células PC3 y LNCaP transfectadas con el plasmido inducible L73-
POLQ se sembraron en placas p-Dish 35 mm (Ibidi) y se afiadié doxiciclina (Sigma) a una concentracion
final de 1pg/ml en ambas lineas celulares. Tras cinco dias de cultivo, los nucleos se tifieron con una
solucion de Hoechst 33342 (Invitrogen) a una concentracion final de Spg/ml durante 20 minutos a 37°C.
La obtencion de imagenes se realizé con un microscopio confocal Leica TCS-SP5 (Unidad de Cultivos,
UAH).

Analisis estadistico

El analisis estadistico de los datos obtenidos en este trabajo se realiz6 con el programa Excel del paquete
Office de Microsoft. Los valores estan indicados como la media de los valores obtenidos + desviacion
estandar (D. S). Las diferencias significativas de los datos se determinaron mediante GraphPad Prism 9.
Los resultados se consideraron significativos con una p < 0.05 (¥), p< 0.01 (¥*) y p<0.001 (¥**).

Resultados y discusion

Silenciamiento de POLQ y tratamiento con agentes inductores de estrés replicativo

Viabilidad celular en PC3 (MTT) Viabilidad celular en LNCaP (MTT)
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Figura 1.- Efecto en la viabilidad celular del tratamiento con camptotecina, etopo6sido e
hidroxiurea. A. Estudio del efecto de los farmacos en PC3 mediante ensayos MTT tras cuatro dias
del tratamiento utilizando DMSO como control negativo. B. Estudio del efecto de los farmacos en
LNCaP mediante ensayos MTT tras cuatro dias del tratamiento utilizando DMSO como control
negativo. Las barras de los graficos representan la media de tres experimentos independientes y las
barras de error la desviacion estandar de los mismos. (**, p <0.01), (*, p <0.05).



Este trabajo traté de elucidar la relevancia que la polimerasa theta podria tener en la proteccion frente al
estrés replicativo en estas células de CP. Para ello, se planted el uso de agentes inductores de estrés
replicativo tras silenciar POLQ en las células. Los farmacos utilizados fueron camptotecina (CPT) y
etoposido (ETO), inhibidores de la topoisomerasa I y II, respectivamente, e hidroxiurea (HU), agente
capaz de inhibir la sintesis de DNA mediante la deplecion de los desoxirribonucledtidos. Estos
inhibidores favorecen la aparicion de DSBs durante la replicacion del DNA, lo que requerira de la
reparacion de las mismas para que la replicacion pueda continuar.

En primer lugar, se analiz6 la viabilidad celular en las lineas celulares PC3 y LNCaP tras el tratamiento
con diferentes concentraciones de los farmacos. De esta forma, se determiné que la concentracion
adecuada a utilizar de cada farmaco era aquella que producia una reduccién de la viabilidad de
aproximadamente el 40% (figura 1). Una vez elegidas las dosis a utilizar, se plante6 comenzar los
ensayos de silenciamiento de POLQ inicialmente en la linea PC3 y, posteriormente, continuar con la linea
LNCaP. Sin embargo, por falta de tiempo, la linea LNCaP no se empled en esta parte del trabajo.

El silenciamiento de POLQ se realizd6 mediante la utilizacién del plasmido shPOLQ utilizando como
control un shRNA-control. Los silenciamientos conseguidos en la linea PC3 fueron del 80% (figura 2).
Tras finalizar la seleccion, las células fueron sembradas y tratadas con los agentes inductores segiin lo
explicado en los apartados de western-blot o andlisis del ciclo celular en Material y métodos.

Expresién POLQ en PC3
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Figura 2.- Cuantificacién relativa de los niveles de mRNA de POLQ en la linea celular PC3. La
expresion de los genes se midid6 mediante RT-qPCR usando como referencia el gen RPLPO y
tomando como control el shControl. Las barras de los graficos representan la media de tres
experimentos independientes y las barras de error la desviacion estdndar de los mismos. (***, p <
0.001).

Para detectar la presencia de DSBs en las células, se llevo a cabo la inmunodeteccion por western-blot de
la histona fosforilada H2AX (yH2AX), marcador de roturas de doble cadena de DNA [22]. El analisis de
la presencia de esta histona nos permitiria comprobar el dafio producido en las células tras el
silenciamiento y posterior tratamiento. Mediante esta técnica observamos que todos los tratamientos
aumentaban la deteccion de YH2AX (figura 3) en la linea control. Sin embargo, esto no ocurria en las
células con silenciamiento de POLQ. Esto estaria indicando que la inhibiciéon de POLO estaria reduciendo
la deteccion de DSBs, al contrario de lo esperado ya que esta encargada de reparar este tipo de dafio [13,
18].
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Figura 3.- Niveles de YH2AX en la linea celular PC3 tras el silenciamiento y tratamiento con
camptotecina, etopdsido e hidroxiurea. Se utilizo6 DMSO como control negativo de los tratamientos
y los niveles de a-tubulina se muestran como control de carga. shC hace referencia a shControl y shP
a shPOLQ. Las imagenes pertenecen a un experimento representativo de un total de tres realizados.

Para tratar de comprender estos resultados, se planted estudiar lo que podria estar ocurriendo en las
células mediante el analisis de ciclo celular con ioduro de propidio.

Analizando los datos obtenidos con DMSO observamos que la inhibicion de POLQ implica una mayor
acumulacion de células en la fase S en comparacion con el control (figura 4). Ademas, también se observa
el desplazamiento del pico de las células en fase G1, sugiriendo que muchas de estas células estan en el
inicio de la fase S (figura 4A), lo que estaria indicando la dificultad a la hora de replicar el DNA. Tras el
tratamiento con CPT y ETO, en shControl se da una acumulacion de las células en la fase G2/M y cierto



aumento en la fase S, en comparacion con el tratamiento con DMSO (figura 4). Este incremento en fase S
estaria de nuevo indicando dificultad a la hora de llevar a cabo la replicacion por la presencia de DSBs.
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Figura 4.- Anélisis de ciclo celular en células PC3 shControl y shPOLQ tras el tratamiento con
farmacos. A. Histogramas de las fases del ciclo celular en shControl y en shPOLQ, se representa la
deteccion del ioduro de propidio (PerCP-Vio700A) frente al numero celular. Los diferentes
tratamientos se muestran en la parte superior. Las imdagenes pertenecen a un experimento
representativo de un total de tres realizados. B. Porcentaje de células con shControl y shPOLQ en
cada fase del ciclo tras el tratamiento con los diferentes farmacos. En la parte superior se indican los
tratamientos y en la inferior las fases del ciclo. Las barras de los graficos representan la media de tres
experimentos independientes y las barras de error la desviacion estandar de los mismos.

En la bibliografia se describe que el tratamiento con CPT en células cancerigenas de pulmén [22] y con
ETO en células de diferentes tipos de cancer (mama, cervical, osteosarcoma y glioblastoma) [23] llevaria
a una acumulacion de las células en fase G2 por la activacion del punto de control de G2/M, evitando asi
la progresion del ciclo y la division celular debido a la presencia de dafio en las células. Por lo tanto, lo
que observamos en el caso de las células control tras los tratamientos es lo esperable tras el uso de estos
farmacos. Sin embargo, en las células con POLQ silenciado y tratadas posteriormente con CPT o ETO,
las graficas obtenidas muestran resultados notablemente distintos. En comparacién con shControl, en
shPOLQ se observa una disminucién de células en fase G2/M, un ligero incremento en fase S y un
aumento destacado de las que estan en fase G1 (figura 4). De nuevo el pico de G1 aparece ligeramente



desplazado a la derecha, lo mismo que ocurre en caso del tratamiento con DMSO (figura 4A). Esto
sugeriria que las células encuentran aun mas dificultad a la hora de iniciar y progresar con la replicacion.
También indicaria una activacion de los puntos de control de las fases G1 y S de tal forma que las células,
al detectar la presencia de DSBs que no estarian siendo reparadas por la polimerasa POL6, bloquean el
avance en el ciclo, evitando asi la duplicacion de DNA dafiado. En la bibliografia encontramos un estudio
donde se obtienen resultados similares tras el empleo de CPT en células de cancer de colon [24]. En ¢l se
sugiere que el bloqueo en el ciclo antes de entrar en fase S se produce por la deteccion de fallos en la
reparacion del DNA. Esta hipétesis estaria evidenciando que el silenciamiento de POLQ estaria
provocando defectos en la reparacion de DSBs y estas estarian acumulandose, dando lugar a la activacion
de los diferentes puntos de control del ciclo que evitan el progreso hacia la division celular.

En cuanto al tratamiento con HU, se observan resultados ciertamente similares entre las células control y
las células silenciadas (figura 4). En ambas lineas, con HU disminuye el porcentaje celular en G1 y
destaca el incremento de células en fase S. Esto sugiere la acumulacion de células en S debido a la falta
de desoxirribonucledtidos por la accion del farmaco, impidiendo asi la replicacion del DNA. Este efecto
en el ciclo celular ha sido descrito con anterioridad [25]. Ademas, en shPOLQ encontramos el mismo
aumento de células que parecen estar en el inicio de la fase S en comparacion con el control, lo que
indicaria que tras inhibir POLO las células presentan mds dafio en el DNA y encuentran una mayor
dificultad para entrar en fase S y continuar el ciclo.

En conjunto, estos resultados estarian indicando que la inhibicién de POLS conlleva a una acumulacion
de células al inicio de la fase S. Para continuar estudiando el papel de POLS frente al estrés replicativo en
estas células tumorales de CP, se consideraria interesante realizar experimentos de sincronizacion de
ciclo, pudiendo observar las posibles diferencias en la capacidad de las células para progresar en el ciclo
celular. Ademas, medir los niveles de las proteinas implicadas en los diferentes puntos de control podria
dar claridad a estos resultados.

Clonaje plasmidico para silenciamiento inducible de POLQ

De forma complementaria, en este trabajo se llevd a cabo el clonaje de un plasmido inducible por
doxiciclina denominado LT3-POLQ que permitiera silenciar de forma controlada la polimerasa POLS.
Esto permitiria tener lineas celulares cuya disponibilidad pudiera ser mas duradera, a diferencia de
aquellas silenciadas con sAPOLQ, ya que el silenciamiento comienza desde el inicio de la transfeccion.
Las lineas celulares PC3 y LNCaP fueron infectadas con los virus que contenian L73-Renilla (control) y
LT3-POLQ vy, tras la seleccion con neomicina, se llevaron a cabo analisis de los niveles de silenciamiento
de la enzima para comprobar la eficacia del sistema. Se obtuvieron silenciamientos del 60% en PC3 y
50% en LNCaP (figura 5) por lo que se concluy6 la adecuada funcionalidad del plasmido.
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Figura 5.-Cuantificaciéon relativa de los niveles de mRNA de POLQ en las lineas inducibles de
PC3 y LNCaP. La expresion de los genes se midi6 mediante RT-qPCR usando como referencia el
gen RPLP(0 y tomando como control el shControl. Las barras de los graficos representan la media de
tres experimentos independientes y las barras de error la desviacion estandar de los mismos. (¥**, p <
0.001).

Adicionalmente, el plasmido contenia la secuencia que permitia la sintesis de la proteina dsRed de forma
que, al activarse el promotor tras la adicion de doxiciclina, se pudiera observar mediante microscopia de
fluorescencia la presencia y activacion de la construccion en las lineas celulares infectadas. La técnica se
llevo a cabo segtn lo explicado en el apartado de microscopia de fluorescencia de Material y métodos.
Las imagenes obtenidas en el microscopio de fluorescencia permitieron comprobar la presencia de la
construccion en las lineas celulares PC3 y LNCaP (figura 6). En ambas lineas celulares, en las placas en
las que no se afiadi6 doxiciclina (DOX-), no se detectaron células rojas. Sin embargo, si se detectd
fluorescencia en las placas en las que se habia afiadido previamente la doxiciclina (DOX+), confirmando
asi la adecuada infeccion de las células y la activacion del plasmido.
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Figura 6.- Activacion del plasmido inducible LT7T3-POLQ. Comprobacion de niveles de
fluorescencia tras la adicion (DOX+) o no (DOX-) de doxiciclina. Se muestran las imagenes
obtenidas en el microscopio de fluorescencia que pertenecen a un experimento representativo de dos
realizados. A. Linea celular PC3. B. Linea celular LNCaP.

Una vez comprobada la funcionalidad del plasmido inducible LT3-POLQ, resultaria interesante continuar
con el estudio del papel de POLO frente al estrés replicativo en estas lineas inducibles, repitiendo los
diferentes experimentos realizados en este trabajo y afiadiendo aquellos que permitan aportar nueva
informacion al estudio.

Conclusiones

Los experimentos llevados a cabo en este trabajo nos han permitido detectar cual es la principal funcioén
de la polimerasa theta en las células de cancer de prostata. Nuestros resultados indican que la inhibicion
de POLO tiene un efecto sobre la distribucion del ciclo celular, de tal forma que se produce una
acumulacion de células en la fase S, especialmente al inicio, retrasando y dificultando la duplicacion del
DNA vy el progreso del ciclo. Esto sugiere que su funcion en estas células es hacer frente al estrés
replicativo. Ademas, nuestros datos muestran el correcto establecimiento de lineas celulares inducibles de
PC3 y LNCaP, las cuales contienen el plasmido inducible por doxiciclina L73-POLQ, capaz de inhibir la
polimerasa theta.
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