UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

Maestriay Doctorado en Ciencias Bioquimicas

ESTUDIO DE LA CONTRIBUCION DE LA AUTOFAGIA EN EL
MANTENIMIENTO DE LA ESTABILIDAD GENOMICA DE CELULAS
DE MAMIFERO.

TESIS
QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:

Doctor en Ciencias

PRESENTA:
GABRIEL MUCINO HERNANDEZ

TUTOR PRINCIPAL
SUSANA CASTRO OBREGON
Instituto de Fisiologia Celular

MIEMBROS DEL COMITE TUTOR
LEONOR PEREZ MARTINEZ, Instituto de Biotecnologia
ANGELICA ZEPEDA RIVERA, Instituto de Investigaciones Biomédicas

Ciudad de México. Abril, 2023

1



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Para Teo



Ilhuicac xochitlahtolli

(Tocoltzitzin Toltecame incuic)

Amo queman titlamomatise tlahlamiquilistli,
ihuan amo queman ticasicamatise Toltecayotl;
nochipa oncas yancuic tlalamiquilistli

ihuan huehuetlamatilistli ipan tonemilis.

*

Cactli cahuitl ihuan Sencahuitl tlayeyecolli...

Poema sin fin

(Canto a los abuelos Toltecas)

Jamas agotaremos el conocimiento
ni alcanzaremos la perfeccion.
Siempre habra algo nuevo

o algo viejo

que aprender en la vida

*

Sin tiempo y para todo tiempo...

Natalio Hernandez
Del poemario “Yancuic Anahuac Cuicatl”/ “Canto Nuevo de Anahuac (1994)



El trabajo aqui presentado fue realizado bajo la tutoria de la Dra. Susana Castro
Obregdon en el Laboratorio AL-104 del Departamento de Neurodesarrollo y
Fisiologia, que es parte de la Division de Neurociencias del Instituto de Fisiologia
Celular de la UNAM.

Durante la realizacion de este trabajo se conto con los siguientes apoyos:

Beca CONACYT 416724,

e Apoyo economico del Programa de Apoyo a los Estudios de Posgrado (PAEP)
para presentar el trabajo en congresos nacionales e internacionales.

e Financiamiento econdmico Programa UNAM-DGAPA-PAPIIT IN2206015-
IN206518 - IN209221,

e Financiamiento econdmico CONACyT CB2013-220515

e Financiamiento econdmico por parte de la Secretaria de Educacion, Ciencia,

Tecnologia e Innovaciéon de la Ciudad de México SECTEI/008/2018 “Red

Colaborativa de Investigacion Traslacional para el Envejecimiento Saludable

de la Ciudad de México (RECITES)”



La realizacién del trabajo experimental se logré gracias al apoyo de las siguientes

personas:

e Dra. Beatriz Aguilar Maldonado, Técnico Académico del laboratorio AL-104
en el IFC.

e M.V.Z Claudia Rivera Cerecedo de la Unidad del Bioterio.

e Dra. Ruth Rincon Heredia, M.C. Rodolfo Paredes Diaz y Dr. Abraham Rosas
Arellano de la Unidad de Imagenologia del IFC.

e Ing. Manuel Ortinez Benavides e Ing. Aurey Galvan Lobato miembros del
Taller de Mantenimiento Electronico, Eléctrico y Mecanico del IFC.

e Dra. Leonor Pérez Martinez, Investigadora del Instituto de Biotecnologia de
la UNAM.

e M. en C. Ana Maria Escalante e Ing. Francisco Pérez Eugenio de la Unidad de
Coémputo del IFC.

e Dr. Horacio Merchant Larios y M en C. José Alejandro Marmolejo Valencia
del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM.

e Dr. Adan Oswaldo Guerrero Cardenas, Investigador del Laboratorio Nacional
de Microscopia Avanzada de la UNAM.

e Ala Dra. Maria Sandra Cabrera Benitez, Investigadora de la Facultad de

Ciencias de la UNAM.



Agradecimientos

A la Dra. Susana Castro Obregdn por integrarme a su equipo de trabajo, por ser una
excelente guia académica y por fomentar mi interés en la ciencia.

A la Dra. Beatriz Aguilar Maldonado con quien quedo endeudado por todo el apoyo,
ensefanzas y su inmejorable amistad.

A la Dra. Leonor Pérez Martinez y a la Dra. Angélica Zepeda Rivera, quienes como
parte de mi Comité Tutor aportaron analisis y sugerencias para el desarrollo del
trabajo experimental y para mi formacion.

Al personal administrativo del Posgrado en Ciencias Bioquimicas.
A toda la comunidad del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM, quienes son una
comunidad abierta a la cooperacidon y colaboracién, facilitando la superacion de

obstaculos experimentales.

A todas las personas con quienes pude generar un vinculo amistoso invaluable
durante esta etapa de la vida.

A toda la comunidad de la UNAM, por propiciar un ambiente dinamico en aspectos
académicos, culturales y sociales.



iNDICE.

Pagina

o Abstract 9
e Resumen 11
e Abreviaturas 13
1. Introduccion 15
1.1. Nucleo celular. 16
1.2. Rupturas de doble cadena en el DNA 18

1.3. Mecanismos de reparaciéon de rupturas de doble cadena en el
20

DNA.
1.4. Respuesta de dafno al DNA. 21
1.5. Autofagia. 23
1.6. La autofagia contribuye a proteger el genoma. 28
1.7. Expulsion de material nuclear por fallas en la reparacion del DNA. 31
1.8. Nucleofagia 32
2. Planteamiento del problema. 35
3. Hipotesis 36
4. Objetivos 36
4.1. Objetivo general 36
4.2. Objetivos particulares 36
5. Estrategia experimental 37
5.1. Induccion de dafio al DNA. 37
5.1.1. Cultivo celular 37
5.2. Evaluacién y monitoreo del dafio en el DNA. 38
5.2.1. Ensayo cometa 38
5.3. Evaluacién y monitoreo intracelular de proteinas. 40
5.3.1. Inmunofluorescencia 41
5.3.2. Western Blot 42
5.3.3. Inmunodeteccion con particulas de oro mediante 44
microscopia electrénica de transmision (inmunogold)

5.3.4. Microscopia de superresolucion 47
5.4. Bloqueo del flujo autofagico. 47
5.4.1. Transfeccion de siRNA. 48
6. Resultados. 49
6.1. Establecimiento del modelo de dafio y reparacion del DNA en 49

fibroblastos.




6.2. El estrés genotdxico propicia la formacion basal de alteraciones

nucleares que se incrementan por el estrés genotoéxico. >
6.3. La autofagia es necesaria para la formacién de protrusiones 53
nucleares y para la remocion de MiNu en fibroblastos primarios.
6.4. La nucleofagia elimina complejos de corte de topoisomerasa Il y 61
componentes nucleolares.
7. Discusion. 68
8. Conclusiones. 73
9. Perspectivas. 75
10. Referencias bibliograficas. 77
11. Anexos. 87
11.1. Tabla 1. Lista de anticuerpos empleados. 87
11.2. Lista de publicaciones generadas durante el programa de 88
doctorado.
11.3. Lista de publicaciones en colaboracion. 88
11.4. Articulo original: Nucleophagy contributes to genome
stability through degradation of type II topoisomerases A and B 90
and nucleolar components.
11.5. Articulo de revision: Autophagy as a target for therapeutic 102

uses of multifunctional peptides.




Estudio de la contribucion de la autofagia en el mantenimiento de la
estabilidad genomica de células de mamifero

Abstract.

This work focuses on the role of nucleophagy, a specialized form of
autophagy, to promote genome stability and cell survival through the clearance of
anomalous nuclear material.

Genome instability contributes to neurodevelopmental disorders,
neurodegeneration, cancer development, and premature aging. Therefore, how
normal, healthy cells maintain genome stability avoiding accumulation of nuclear
damaged material needs to be understood. In this work, we hypothesized that
nucleophagy could be a mechanism to keep nuclear and genome integrity in normal
(noncancerous) cells, in response to DNA damaging agents. We found that primary
mouse embryonic fibroblasts developed nuclear buds and micronuclei which
increase in frequency in response to multiple DNA double strand breaks. The nuclear
buds and micronclei observed were surrounded by the autophagic proteins LC3 and
BECN1, in proximity with lysosomal markers, indicative of their potential elimination
by nucleophagy. Inhibition of autophagy reduced the frequency of nuclear buds,
suggesting an active role of the autophagic machinery in their formation.
Surprisingly, we observed that the number of micronuclei increased in the absence
of the autophagic protein ATG4, supporting the notion that buds and micronuclei
have different mechanisms of formation. We also observed basal development of
nuclear buds and micronuclei in control cells, which were also surrounded by
autophagy machinery.

Interestingly, some of these nuclear alterations contained damaged DNA and
DNA Topoisomerase 2, an enzyme involved in DNA entanglements
resolution. Another protein present in nuclear alterations was Fibrillarin, a nucleolar
component. The nucleolus is a subnuclear compartment with a high density of
nucleic acids and proteins that creates a distinct environment that limits the
accessibility of DNA repair factors. We considered that nucleosomal damage could
also be removed by expelling nucleolar damaged material into the cytoplasm to be
a nucleophagy target.



Collectively, our data show that nucleophagy contributes to preserve nuclear
cell physiology by constantly clearing damaged DNA through nuclear buds and
micronuclei elimination. We think nucleophagy also contributes to maintain nuclear
proteostasis under intense genotoxic stress. Finally, we propose that the

nucleophagic clearance of damaged DNA and nucleolar material promotes cellular
survival.

Key words: nucleophagy, DNA damage, proteostasis, nuclear protrusions,
micronuclei, nucleoli.
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Resumen.

Este trabajo se enfoca en entender el papel de una forma especializada de
autofagia denominada nucleofagia, para promover la estabilidad del genoma y la
supervivencia celular mediante la eliminacién de material nuclear anémalo.

La inestabilidad gendmica es subyacente a desérdenes del neurodesarrollo, la
neurodegeneracién, el desarrollo del cancer, asi como al envejecimiento prematuro.
Por ello, es importante entender como es que las células normales y sanas mantienen
la estabilidad del genoma y evitan la acumulacién de material nuclear dafado. En
este trabajo, planteamos que la nucleofagia puede ser un mecanismo para mantener
la integridad nuclear y la integridad gendmica como respuesta a agentes que dafan
el DNA en células normales (no cancerosas). Asi, en fibroblastos embrionarios de
raton detectamos la presencia de protuberancias nucleares y micronucleos (MiNu),
los cuales incrementan en frecuencia ante la induccion de multiples rupturas de
doble cadena en el DNA. Ademas, detectamos que las protuberancias nucleares y
los micronucleos son rodeados por las proteinas autofagicas LC3 y BECN1, que
ademas se identificaron en proximidad con marcadores lisosomales, lo cual es
indicativo de su potencial eliminacion mediante nucleofagia. Al inhibir la autofagia
se redujo la frecuencia de protuberancias nucleares, lo que ademas sugiere un papel
activo de la maquinaria autofagica en la formacion de estas alteraciones nucleares.
También observamos que el nimero de micronudcleos incrementd en ausencia de la
proteina autofagica ATG4, lo que apoya la nocion de que las protuberancias
nucleares y los micronucleos tienen mecanismos de formacion diferentes. Asimismo,
en células control observamos el desarrollo basal de protuberancias nucleares y
micronucleos, también rodeados por proteinas de la maquinaria autofagica.

Resulta relevante que algunas de las alteraciones nucleares observadas,
ademas de DNA dafiado, contenian la proteina Topoisomerasa 2, una enzima
involucrada en la resolucion de intrincamientos formados entre las cadenas del DNA.
A su vez, otra proteina identificada en las alteraciones nucleares fue la Fibrilarina,
que es componente del nucleolo. El nucleolo es un compartimento subnuclear con
una alta densidad de acidos nucleicos y proteinas que crean un ambiente particular
que limita el acceso a los factores de reparacion del DNA. Por lo anterior,
consideramos que el dafo nucleosomal podria ser removido expulsando
componentes nucleolares en protuberancias nucleares y micronucleos (MiNu).
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Colectivamente, nuestros datos muestran que la nucleofagia contribuye a
preservar la fisiologia del nucleo de las células removiendo constantemente DNA
danado a través de la eliminacion de protuberancias nucleares y MiNu. Ademas,
proponemos que la nucleofagia también contribuye a mantener la proteostasis,
durante el estrés genotoxico intenso. Finalmente, proponemos que esta eliminacién

nucleofagica del DNA dafado y del material nucleolar, promueve la supervivencia
celular.

Palabras clave: nucleofagia, dafio al DNA, proteostasis, protrusiones nucleares,
micronucleo, nucléolo.
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Abreviaturas.

CMA autofagia mediada por chaperonas por las siglas en inglés para
Chaperone Mediated Autophagy.

DAPI 4',6-diamino-2-fenilindol
Acido desoxirribonucleico por las siglas en inglés para

DNA . .
Deoxirribonucleic acid.

DDR Respuesta de dafio al DNA por las siglas en inglés para DNA damage
response.

DSBs. Rupturas de doble cadena en el DNA por las siglas en inglés para DNA
double Strand breaks.
Acido etilen-diamino tetracético por las siglas en inglés para

EDTA . .
Ethylenediaminetetraacetic acid.

GEP Proteina verde fluorescente por las siglas en inglés para Green
Fluorescent Protein.

IF Inmunofluorescencia

HR Recombinacién homologa por las siglas en inglés para Homologue
recombination

LIR Regién (?Ie inter‘accién con LC3, por las siglas en inglés para LC3
interaction region

MEE Fibroblastos embrionarios de raton por las siglas en inglés para Mouse
Embryonic Fibroblasts.

MiNu | Micronucleos

NHEJ Unidn de extremos no homélogos por las siglas en inglés para Non-
Homologous End Joining.

PAGE Electroforesis en Gel de Poliacrilamida, por las siglas en inglés para
Polyacrylamide Gel Electrophoresis.
Amortiguador salino de fosfatos por las siglas en inglés para

PBS )
Phosphate buffer saline

PVDF Fluoruro de polivinilideno

RNA Acido Ribonucleico por las siglas en inglés para Ribonucleic acid

ROS Especies reactivas de oxigeno por las siglas en inglés para Reactive
Oxigen Species.

SDS Dodecilsulfato de sodio por las siglas en inglés para Sodium Dodecil
sulphate.

SiRNA RNA pequefios interferentes por las siglas en inglés para small
intefering RNA
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Amortiguador salino de Tris, por las siglas en inglés para 7ris-Buffered

TBS .
saline

TBST Amortiguador salino de Tris adicionado con Tween 20

TOP2A | Topoisomerasa 2 alfa

TOP2B | Topoisomerasa 2 beta

TOP2cc | Complejos de corte de Topoisomerasa 2

UBA Asociacion a Ubiquitina por las siglas en inglés para Ubiguitin
Associated.

uv Ultravioleta

WB Western Blot

WF Widefield.

WT Silvestre por las siglas en inglés para Wilde type.
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1.- Introduccion.

A lo largo de la vida de los organismos, las células que los conforman son expuestas
a distintas condiciones que perturban su homedstasis. Mientras tales perturbaciones
no tengan un impacto letal inmediato, las células implementan procesos para
adaptarse y sobrevivir. El proceso de adaptacién se lleva a cabo en distintas etapas
que incluyen primero la remocion (en caso de ser posible) del estimulo que genera
la perturbacion, seguida por la reparacion del dafio molecular y/o dafio en organelos
y culminando con el restablecimiento de las condiciones fisiologicas (Galluzzi et al.,
2015).

Las células sometidas a estimulos de estrés intensos y/o prolongados, activan
procesos que pretenden evitar la propagacion de dafos, ya sea inhibiendo la
proliferacion de las células afectadas o promoviendo su eliminacién. Estos
mecanismos pueden tener efectos sobre otros procesos celulares e incluso pueden
conducir a la generacion de sefiales moleculares con efectos paracrinos (Galluzzi et
al., 2018).

Aunque los mecanismos de adaptacion al estrés contribuyen a la formidable
resiliencia del organismo, también contribuyen a su degeneracion con el paso del
tiempo e incluso pueden conducir al envejecimiento del organismo y/o al desarrollo
de condiciones patoldgicas.

Dado que la informacién sobre el funcionamiento y regulacion de cada parte de la
célula esta codificada en el DNA y considerando que el genoma de las células esta
constantemente expuesto a procesos y factores endogenos y exdgenos que alteran
su estructura, integridad y estabilidad, resultan de particular relevancia los elementos
de proteccion y los mecanismos de respuesta a perturbaciones que lo afectan.

A este respecto, el nlcleo de las células eucariotas brinda proteccion fisica al
genoma, pero ademas constituye una estructura que regula el trafico de moléculas
con el citoplasma. Por otro lado, y de manera complementaria para la proteccion del
genoma, ante las distintas perturbaciones que afectan directamente a la estructura
del DNA, se activan diferentes maquinarias moleculares de reparacién, como parte
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de la denominada respuesta de dafio al DNA, la cual ademas de la reparacién de
dafos genomicos, involucra diversos eventos de sefializacion altamente ordenados
con efectos en el resto de la célula, de manera que se favorezca el proceso de

reparacion.

1.1 Nicleo celular.

En organismos eucariotas, el nucleo de las células es un organelo altamente
compartimentalizado, conformado por una envoltura nuclear y un nucleoplasma
(figura 1). En el nucleoplasma se encuentra el DNA asociado con histonas,
organizado en regiones especificas denominadas territorios cromosomicos (Denais
& Lammerding, 2014; Gay & Foiani, 2015). También en el nucleoplasma se
encuentran multiples moléculas organizadas en subestructuras o cuerpos nucleares
con funciones especificas cuya delimitacién no involucra la presencia de membranas
lipidicas. El nucléolo es el cuerpo nuclear de mayor tamafio y es una estructura en la
que se lleva a cabo la sintesis del RNA ribosomal, asi como una parte del ensamblaje
de los ribosomas (Nunes & Moretti, 2017).

Con respecto a la envoltura nuclear, esta es una estructura con multiples elementos
que incluyen principalmente:

a) Una membrana nuclear conformada por dos bicapas lipidicas organizadas en
una membrana interna y una membrana externa, las cuales estan separadas por un
espacio lumenal. La membrana externa se encuentra hacia el citoplasma y esta unida
al reticulo endoplasmico (Denais & Lammerding, 2014; Gauthier & Comaills, 2021;
Gay & Foiani, 2015).

b) La lamina nuclear, que es una delgada red proteica localizada debajo de la
membrana interna nuclear. Los principales componentes de la lamina nuclear son las
laminas tipo A (Ilamina Ay lamina C) y las laminas tipo B (lamina B1 y lamina B2). Esta
estructura brinda fortaleza, flexibilidad y rigidez, ademas de soporte mecanico y es
una plataforma de anclaje para otras moléculas y estructuras (Denais & Lammerding,
2014; Gauthier & Comaills, 2021; Gay & Foiani, 2015). Sirve de anclaje de la
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cromatina, regulando asi la arquitectura del genoma con influencia en la expresion
génica.

Q) Complejos del poro nuclear, que son puntos en los cuales se fusionan las
membranas nucleares interna y externa. Estos poros estan compuestos de multiples
subunidades proteicas denominadas nucleoporinas. La principal funcién de estos
complejos es controlar el trafico de moléculas entre el nlcleo y el citoplasma (Denais
& Lammerding, 2014; Gauthier & Comaills, 2021; Gay & Foiani, 2015).

La morfologia nuclear es un marcador comun para determinacion y clasificacion de
las células, asi como del estado fisioldgico o patoldégico de las mismas. Ademas de
la tipica forma circular, el nucleo puede estar alargado o desplegar invaginaciones.
Se pueden presentar alteraciones de la cromatina o cambios en la composicion de
la envoltura nuclear que propicien el colapso de esta envoltura y en consecuencia
pérdida de la compartimentalizacion (Gauthier & Comaills, 2021).

Reticulo
endoplasmico

Espacio perinuclear ﬁ

Nucleolo

Ribosoma
Nucleoplasma

Cromatina Poro nuclear

Membrana

Lamina nuclear
nuclear externa

Membrana
nuclear interna

-y

Figura 1. Estructura del nucleo en interfase. (modificado de Vimal, 2018) La estructura general del
nucleo estd conformada por el nucleoplasma y por la envoltura nuclear. Ambos elementos, contienen
a su vez otros componentes importantes para regular la estructura y funcién del nicleo.
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1.2.- Rupturas de doble cadena en el DNA.

Las alteraciones en la secuencia del DNA han permitido el surgimiento de variantes
génicas, que han sido uno de los factores necesarios para la evolucién de los
organismos. Sin embargo, toda alteracion en el genoma de las células implica un
riesgo de afectacién en la correcta funcionalidad de los componentes celulares e
incluso de la propia célula.

Dentro de las alteraciones que puede sufrir el DNA, las rupturas de doble cadena
(DSBs, por las siglas en inglés para DNA double Strand breaks), son consideradas
como las mas dafiinas y letales. Las rupturas de doble cadena en el DNA interrumpen
la continuidad de secuencias, pudiendo afectar secuencias ubicadas dentro de un
gen o bien en elementos regulatorios de la expresion de genes, pudiendo alterar de
este modo la funcionalidad de los productos de la expresion de los genes afectados.
Las cadenas rotas y sueltas, a su vez pueden fusionarse con otras cadenas sueltas,
generando rearreglos cromosémicos (Gill Super, 2015; Lengauer et al., 1998; Ou &
Schumacher, 2019). Por lo tanto, es esencial para la célula detectar los dafios al DNA
y repararlos antes de que causen inestabilidad al genoma.

La frecuencia de rupturas en el DNA es muy alta, causada tanto por agentes externos
como por procesos fisiologicos, por lo que el genoma esta en constante dinamismo.
De manera fisioldgica y controlada se generan rupturas transitorias de doble cadena
en el DNA, por ejemplo, durante el entrecruzamiento meidtico en la reproduccion
sexual, con la finalidad de que los cromosomas homélogos intercambien material
genético en la gametogénesis (Aleksandrov et al., 2020; Goodarzi & Jeggo, 2013). De
igual forma la extraordinaria diversidad de receptores de células T y de
inmunoglobulinas producidas por células B, necesarios para el reconocimiento de
antigenos, depende de eventos de recombinacion en el DNA de estas células. Lo
anterior depende de la generacién transitoria de DSBs en el DNA de los
denominados segmentos V(D)J presentes en los genes que codifican para el receptor
de células Ty para las inmunoglobulinas (Aleksandrov et al., 2020; Goodarzi & Jeggo,
2013). Estudios recientes sugieren que también durante la neurogénesis que ocurre
durante el desarrollo del sistema nervioso ocurre recombinacion en genes
neuronales (Alt et al., 2017). Esta activa generacion de DSBs y su reparacién podria
explicar el mosaicismo gendmico que se ha descubierto en el cerebro, indicando que
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también en células post-mitéticas hay dinamismo gendmico (Rohrback et al., 2018).
Asimismo, la activacion de algunas neuronas requiere la generacién de DSBs en
regiones promotoras de genes de expresidn temprana, lo cual facilita el
remodelamiento de la cromatina para permitir el acceso de la maquinaria de
transcripcion (Madabhushi et al., 2015; Suberbielle et al, 2013). Es importante
recalcar que los ejemplos descritos, implican la induccion transitoria y regulada de
las rupturas en el DNA, las cuales necesariamente son reparadas, ya que, de lo
contrario, los defectos en su reparacion son causantes de desordenes del desarrollo,
desdérdenes inmunoldgicos y neuroldgicos, asi como de distintos tipos de cancer
(Chapman et al,, 2012).

Ademas, dado que la doble hélice del DNA adopta estructuras mas complejas como
super-enrollamientos, concatenaciones o nudos, estas estructuras complejas deben
ser resueltas para permitir la replicacion y la transcripcién (Riccio et al., 2020). Asi, en
la resolucion de estas estructuras complejas participan las topoisomerasas, que son
enzimas capaces de generar rupturas transitorias en la doble hélice. Particularmente
las topoisomerasas de tipo II (TOP2A y TOP2B en mamiferos), catalizan una ruptura
de doble cadena en el DNA y mantienen separados los extremos resultantes
mediante un complejo intermediario formado por la proteina TOP2 y el DNA
(complejos de corte o TOP2cc). Esta ruptura y separacion permite el paso de una
segunda cadena intacta de DNA a través de la cadena cortada. Finalmente, la misma
TOP2 vuelve a ligar los extremos cortados en el DNA (Buzun et al., 2020). Por lo
anterior, cualquier perturbacién que evite la actividad catalitica y completa de las
TOP2, conduce a la generacién de rupturas permanentes de doble cadena en el DNA
con consecuencias negativas para la célula e incluso pudiendo ser letales. Esto ha
sido aprovechado para el desarrollo de compuestos antitumorales como el
Etopdsido, la Mitoxantronay la Doxorubicina que actuan estabilizando los complejos
TOP2-DNA, desalinea los extremos de DNA e impiden su ligacion (Vann et al.,, 2021).

Por otro lado, diversos agentes fisicoquimicos de fuente enddgena o exdgena
pueden provocar DSBs en forma directa o indirecta. Entre los agentes endégenos
que conducen a las DSBs, encontramos a productos derivados de reacciones
metabdlicas como el formaldehido y las especies reactivas de oxigeno, mientras que
algunos agentes exdgenos como la radiacion X o la radiacion ionizante o bien
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diversos compuestos quimicos también generan dichas lesiones (Aleksandrov et al,,
2020).

1.3.- Mecanismos de reparacion de rupturas de doble cadena en el DNA.

Los principales mecanismos de reparacion de DSBs, en forma general involucran la
sintesis de un segmento de las cadenas de DNA dafadas, para lo cual, se requiere
de una cadena homodloga, al menos en un segmento, la cual funciona como
templado para la sintesis de una cadena complementaria, que al final es ligada al
resto de la cadena afectada (figura 2).

En células eucariotas, la reparacion de DSBs ocurre por una de las siguientes dos vias:

a) Union de extremos no homélogos.

Esta es una via rapida que repara el DNA tomando una minima referencia (homologia
de hasta 4 bp) en la secuencia homologa de la cadena de DNA que funciona como
templado (Scully et al., 2019). Por ello, esta es una via propensa a errores que pueden
conducir a otras alteraciones en el DNA como inserciones, deleciones o sustituciones
en el sitio de ruptura e incluso también se pueden generar translocaciones entre
distintas partes del genoma. Esta via puede actuar durante todo el ciclo celular,
aunque es favorecida en la fase G1 (Chapman et al., 2012; Scully et al., 2019).

b) Recombinacion homologa

Esta via requiere de una extensa homologia entre el fragmento a reparar y un
segmento de una cadena que es utilizado como templado. Dado que la mayor
homologia de una secuencia homdloga deriva de la cromatida hermana, esta via
opera en fases posteriores a la replicacion del DNA, es decir en la fase tardia S y en
la fase G2 del ciclo celular (Chapman et al., 2012; Goodarzi & Jeggo, 2013).
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Figura 2. Esquema general de los mecanismos de reparacion de rupturas de doble cadena en el
DNA. Ante la aparicion de una DSB, las células pueden activar dos vias de reparacion en funcion de
la fase del ciclo celular. A. En la unién de extremos no homologos que ocurre en la fase G1, la
reparacion es mas directa y no requiere un alto grado de homologia para proceder a la reparacién,
lo que la convierte en una via susceptible a errores. Inicialmente también hay una reseccidn, pero ésta
abarca un segmento muy corto (paso 1), tras lo cual se puede continuar con la ligacion de los
extremos afectados (paso 2). En A y en B, las lineas en verde claro representan a las moléculas de
DNA que son sometidas a reparacion. B. En la recombinacion homdloga, que es favorecida en las
fases S y G2 del ciclo celular, se utiliza a la croméatida hermana no daflada como templado para la
reparacion. En general, los extremos en los sitios de ruptura son sometidos a una reseccion que deja
extremos con segmentos de cadenas sencillas libres (paso 1). Estos extremos libres invaden las
cadenas en la molécula templado (en color verde oscuro) desplazando sus cadenas apareadas en un
segmento (paso 2). Enseguida mediante sintesis, se extiende la secuencia en los segmentos dafiados,
los cuales al final son ligados al resto de la molécula inicial afectada (paso 3).

1.4.- Respuesta de daino al DNA.

La denominada respuesta de dafio al DNA (DDR por sus siglas en inglés para DNA
damage response) consiste en una red altamente interconectada de rutas
moleculares intracelulares para detectar y reparar diversos tipos especificos de
lesiones en el genoma. La secuencia de eventos de esta respuesta involucra el
reconocimiento de modificaciones especificas en el DNA, con el consecuente
reclutamiento de un grupo de proteinas que reparan la lesion, ademas de proteinas
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que se acumulan en los sitios de dafio para luego transducir sefiales que modulen
procesos celulares como la replicacion del DNA, la transcripcidn, el control del ciclo
celular, la modulacién de la sintesis y recambio de proteinas y la modulacion de
procesos de supervivencia o de muerte celular, tal como se ilustra en la figura 3
(Blackford & Jackson, 2017; Eliopoulos et al., 2016).

El reclutamiento y activacion de las distintas maquinarias moleculares requiere de
interacciones intermoleculares que en gran medida son mediadas por
modificaciones postraduccionales sobre las proteinas reclutadas y sobre el nicleo
de histonas en la vecindad de los puntos de la lesion, facilitando el acceso al DNA
danado (Shiloh & Ziv, 2013).

Particularmente las DSBs son detectadas tanto por el complejo MRN (conformado
por las proteinas MRE11, RAD50 y NBS1) (Marcomini & Gasser, 2015; Prokhorova et
al,, 2020), como por el heterodimero Ku70-Ku80 (Marcomini & Gasser, 2015). El
complejo MRN, mediante la proteina NBS1 recluta a la proteina cinasa ATM,
reteniéndola en los sitios de dano (Shiloh & Ziv, 2013). Asi, ATM unida a los sitios de
ruptura se autofosforila y activa, lo que le permite a su vez fosforilar a otras proteinas
(Eliopoulos et al., 2016). Entre los blancos de fosforilacion por ATM, se encuentra la
serina 139 en la variante de histona H2AX y es entonces denominada yH2AX. Esta
fosforilacion en la histona H2AX también puede ser mediada por otras cinasas como
ATR y DNA-PK (Bonner et al., 2008; Scully et al., 2019). yH2AX dirige el reclutamiento
y anclaje de multiples proteinas necesarias para la reparacion del DNA. Una vez que
la integridad del DNA es restaurada, la histona yH2AX puede ser desfosforilada o
bien puede ser removida de la cromatina (Bonner et al., 2008). Estos eventos
permiten monitorear la cinética de reparacion de las DSBs, mediante la deteccion de
aparicion y desaparicion de la yH2AX.

ATM también fosforila a las proteinas CHK1 y CHK2 que bloquean la actividad de
CDC25, un regulador positivo de la progresion del ciclo celular (Prokhorova et al.,
2020). A su vez tanto ATM como CHK?2 fosforilan y activan a p53 (Eliopoulos et al.,
2016), el cual, a través de su actividad transcripcional, promueve la sintesis de
diferentes proteinas, asi como la expresion de microRNAs, todos ellos involucrados
en el arresto del ciclo celular, la induccion ya sea de la muerte celular o de
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senescencia celular y la induccién de respuestas de adaptacion al estrés como la
autofagia (Prokhorova et al., 2020).

Daiio al DNA
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Figura 3. Respuesta de daino al DNA (modificado de Jackson & Bartek, 2009). Las alteraciones en
la estructura del DNA son reconocidas por proteinas, que inician una cascada de sefalizacion con
consecuencias en diversos procesos en el resto de la célula y que son regulados de forma que se
favorezca la reparacién del DNA.

1.5.- Autofagia.

La autofagia es el nombre comun asignado al conjunto de rutas moleculares que
operan en células eucariotas, mediante las cuales, distintos sustratos celulares son
dirigidos al lisosoma para su degradacion y reciclaje (Klionsky, Petroni, et al., 2021;
Rogov et al., 2014)

La autofagia contribuye a mantener la homeostasis metabdlica de las células
operando a nivel basal para regular el recambio de organelos y macromoléculas. Sin
embargo, la perturbacién de la homeostasis celular por estimulos de estrés
provenientes de fuente enddgena o exdgena, inducen la autofagia, promoviendo asi
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la degradacién de estructuras y/o macromoléculas téxicas o acumuladas en exceso
(Ambrosio & Majello, 2020a; Klionsky, Petroni, et al, 2021; Papandreou &
Tavernarakis, 2021; Rogov et al.,, 2014) .

Con base en diferencias morfoldgicas, sefiales inductoras, tipos de sustrato y los
mecanismos en que estos son dirigidos al lisosoma, se han caracterizado tres tipos
de autofagia en células de mamifero (figura 4). La autofagia mediada por
chaperonas (CMA, por sus siglas en inglés) opera como un tipo de autofagia
exclusiva de proteinas portadoras del pentapéptido KFERQ (o una secuencia que
comparta las caracteristicas fisicoquimicas de este péptido), el cual es reconocido
por las proteinas chaperonas HSPA8/HSC70, tras lo cual son translocadas a la
membrana lisosomal, donde son reconocidas e internalizadas en forma dependiente
de la proteina LAMP2A. En la microautofagia, el sustrato interactla directamente
con la membrana lisosomal y es introducido al lisosoma mediante invaginaciones de
la misma membrana. Sobre este mecanismo se han identificado algunas variantes
como la denominada microautofagia endosomal, en la que los sustratos son
introducidos a endosomas tardios o cuerpos multivesiculares en lugar del lisosoma.
Estos procesos pueden ser no selectivos o bien, estar mediados por el
reconocimiento entre las proteinas chaperonas HSPA8/HSC70 y el pentapéptido
KFERQ presente en los sustratos proteicos. Finalmente, en la macroautofagia los
sustratos son encerrados en vesiculas de doble membrana llamadas autofagosomas,
las cuales se fusionan con el lisosoma, liberando su contenido para degradacion y
reciclaje (Klionsky, Petroni, et al., 2021; Papandreou & Tavernarakis, 2021; Rogov et
al., 2014; Tekirdag & Cuervo, 2018).
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Figura 4. Tipos de autofagia. El proceso de autofagia utiliza distintas rutas para degradar en los
lisosomas componentes celulares desde proteinas dafadas, organelos y patégenos. La
macroautofagia transporta material citoplasmatico hacia el lisosoma, mediante una vesicula de doble
membrana denominada autofagosoma, la cual se fusiona con el lisosoma, liberando su contenido
para degradacion por diversas enzimas lisosomales. La autofagia mediada por chaperonas (CMA, por
sus siglas en inglés) internaliza proteinas al interior del lisosoma tras el reconocimiento del motivo
KFERQ en las proteinas blanco, por la proteina chaperona HSC70 seguida por la translocacion de la
proteina a través de la proteina LAMP2A. La microautofagia endosomal consiste en el engullimiento
selectivo (mediado por el reconocimiento de HSC70 y el motivo KFERQ) o no selectivo de
componentes proteicos en endosomas tardios o en cuerpos multivesiculares.

Considerando que el presente trabajo se centra en la macroautofagia, en lo sucesivo
se emplea el término autofagia para referirse a la macroautofagia.

Como ya se menciond, el rasgo distintivo de la autofagia es la formacién de
autofagosomas que secuestran a los sustratos de esta via. Los autofagosomas son
vesiculas de doble membrana y su tamafio varia entre 0.5 y 1.5 um dependiendo de
la sefial inductora, el sustrato y el tipo celular (Rogov et al., 2014). La biogénesis del
autofagosoma en mamiferos comienza en diversos sitios, frecuentemente en
subdominios del reticulo endoplasmico denominados “omegasomas” que son ricos
en fosfatidil-inositol-3-fosfato (Melia et al., 2020). La posterior elongacion de la
doble membrana de los autofagosomas puede implicar la contribucién de
membrana proveniente de distintos puntos de la célula como el complejo de Golgi,
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la membrana externa mitocondrial o la membrana plasmatica (Gomez-Sanchez et al.,
2021). La formacion del autofagosoma es orquestada por un conjunto de proteinas
ATG, las cuales interactian entre si y con otras macromoléculas en forma secuencial
y selectiva propiciando la iniciacion de la formacién del autofagosoma, seguida por
la elongacién de su membrana y finalizando en su fusién con el lisosoma (Ambrosio
& Majello, 2020a; Klionsky, Petroni, et al., 2021; Papandreou & Tavernarakis, 2021).

La induccién de la cascada autofagica (figura 5) esta sujeta al control ejercido por el
complejo 1 de MTOR (mTORC1). Este complejo molecular integra estimulos de varias
rutas, propiciando su activacién o inhibicién, como, por ejemplo:

1) Activacion de mTORC1 estimulada ya sea por factores de crecimiento, o ante
la disminucion en los niveles de ATP aunado a aumento de los niveles de AMP,
o bien como consecuencia de la carencia de aminoacidos.

2) Inhibicion de mTORC1 como consecuencia de dafio al DNA, o ante una
concentracion excesiva de especies reactivas de oxigeno (ROS) en conjunto
con una baja disponibilidad de oxigeno.

El complejo mTORC1 incluye a la cinasa de Serina/Treonina llamada mTOR, junto con
otras subunidades reguladoras (Simon et al., 2017). Asi, mediante fosforilacién de las
proteinas ULK1/2 y ATG13, mTORC1 ejerce un efecto inhibitorio de la autofagia. Las
proteinas ULK1/2 y ATG13 forman parte de un complejo iniciador de la autofagia, el
cual también incluye a las proteinas ATG101 y FIP200 (Simon et al., 2017). Ante
situaciones de estrés como la generada por la carencia de aminoacidos, el complejo
mTORC1 es inactivado, lo que propicia entre otras cosas la desfosforilacion y
liberacion de ULK1. Enseguida ULK1/2 fosforila y activa a otras proteinas como
FIP200, ATG13 y ATG14, siendo esta Ultima quien recluta a la proteina Beclin1 (BECN1
o ATG6) (Papandreou & Tavernarakis, 2021; Simon et al., 2017). Estos eventos
constituyen el inicio del proceso de formacion de una estructura primordial llamada
fagoforo, que posteriormente se convierte en el autofagosoma. Asi, el reclutamiento
de BECNT1 al sitio de nucleacion del fagoforo permite su asociacion con las proteinas
VPS34, VPS15, ATG14 y AMBRA1 formando un nuevo complejo multiproteico.
Mediante la actividad cinasa de VPS34 (PI3KC3) se genera fosfatidilinositol 3-fosfato
(PI3P), el cual permite el reclutamiento de proteinas como ZFYVE1 y WIPI2 que
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promueven la formacion de una membrana de aislamiento (Ambrosio & Majello,
2020a; Klionsky, Petroni, et al., 2021; Simon et al., 2017). A su vez, WIPI2 favorece el
reclutamiento de ATG12, que se une covalentemente a la proteina ATG5 mediante
la accién de ATG3 y ATG10 por un mecanismo semejante a la ubiquitinacion; ATG12-
ATG5 forman un complejo con ATG16L1 que también es reclutado al fagoforo
(Fracchiolla et al., 2020). Las proteinas de la familia LC3 (MAP1LC3, por ejemplo) son
procesadas por la proteasa ATG4 que cataliza el corte de su extremo carboxilo
terminal dando origen a la forma LC3-I. Esta ultima forma posteriormente es
conjugada con fosfatidiletanolamina en la membrana del fagdforo, mediante un
proceso tipo ubiquitinacion catalizado por las proteinas ATG3 y ATG7, y con ayuda
del complejo ATG12-ATG5-ATG16L1 que actua como tipo E3. La forma lipidada
resultante es denominada LC3-II y contribuye a la formacion y maduracién del
autofagosoma (Ambrosio & Majello, 2020a; Rogov et al., 2014; Simon et al., 2017).
Durante su maduracion, el autofagosoma es dirigido hacia el lisosoma, con la
participacion de proteinas ATG y del citoesqueleto. La fusion entre las membranas
del autofagosoma y del lisosoma es promovida por proteinas SNARE como Sintaxina
17 (STX17) y la proteina asociada a sinaptosoma SNAP29 en el autofagosoma, asi
como por VAMPS en el lisosoma. De este modo, en el autolisosoma resultante de tal
fusidn y con la accion de las hidrolasas acidas presentes, se realiza la degradacion de
los sustratos secuestrados. El destino de los sustratos digeridos depende del
estimulo autofagico. Por ejemplo, ante la falta de nutrientes, los residuos resultantes
son transportados fuera del lisosoma para ser reciclados (Papandreou &
Tavernarakis, 2021).

La selectividad de la autofagia requiere la participacion de receptores que unen
sustratos especificos con la membrana del autofagosoma. Los sustratos son
reconocidos a través de determinantes moleculares como la presencia de regiones
mal plegadas en proteinas, o la presencia de ubiquitinas conjugadas. Entre los
receptores autofagicos identificados, se encuentra la proteina p62/SQSTM1, que
posee un dominio UBA, mediante el cual se asocia con agregados proteicos
poliubiquitinados y también posee un dominio LIR de union a LC3, lo que permite
dirigir los sustratos de degradacién hacia LC3 localizado en la membrana de los
fagoforos y asi guiar su elongacion alrededor del cargo para formar los
autofagosomas (Rogov et al., 2014; Simon et al., 2017).
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Figura 5. Maquinaria central de la autofagia (modificado de Aman et al., 2021). La descripcion de la
via autofagica, se centra en la formacién del autofagosoma que puede iniciar en distintos sitios
pudiendo tener contribuciones de membrana del complejo de Golgi o de la membrana externa
mitocondrial o bien de la membrana plasmatica. El autofagosoma se elonga y rodea a los blancos
que al final son degradados tras la fusion con el lisosoma. En forma general, el proceso de autofagia
ocurre en las siguientes fases: 1. Iniciacion, 2. Nucleacion de proteinas en los sitios de formacion del
fagoforo, 3. Elongacion de la membrana del fagéforo, 4. Maduracion del autofagosoma, 5. Fusion con
el lisosoma y 6. Proceso de degradacién en el interior del lisosoma. AR= Receptor autofagico, por sus
siglas en inglés.

1.6.- La autofagia contribuye a proteger el genoma.

En distintos modelos experimentales en los que se induce dafio al DNA,
simultaneamente se activa también la autofagia (figura 6). En respuesta a DSBs, la
cinasa ATM es activada y reclutada a los sitios de dafio, donde fosforila y activa a

diversas proteinas relacionadas con la autofagia:

e LKB1 que promueve la inhibicion de mTORCT1, con lo cual se elimina el efecto
inhibitorio sobre la autofagia (Prokhorova et al., 2020).

e AATF (Apoptosis Antagonizing Transcription Factor, también conocido como
Che-1), que es una proteina de unién a la RNA polimerasa II, con lo cual
incrementa la transcripcion de Redd1 (también conocido como DDIT4 por
DNA damage inducible transcript 4) y DEPTOR (DEP domain containing mTOR
interacting protein), dos inhibidores de mTOR (Desantis et al., 2015), lo cual
permite la activacion de la autofagia.
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e PTEN, el cual se acumula en el nlcleo y a su vez activa a la cinasa AMPK (AMP-
activated protein kinase), que puede fosforilar directamente a ULK,
promoviendo la autofagia (Prokhorova et al., 2020).

e P53 es un factor transcripcional que puede encontrarse en el citosol y se
transloca al nucleo como consecuencia del estrés genotoxico. En estas
condiciones ATM también fosforila a p53 y promueve su estabilizacion
(Ambrosio & Majello, 2020b), de modo que se favorecen los siguientes
efectos: a) En el citosol, p53 se une a FIP200, reprimiendo su interaccion con
ULK1, ATG13 y ATG101, evitando asi la formacidén de autofagosomas. Sin
embargo, al translocarse al nucleo por el estrés genotoxico, se elimina su
efecto inhibidor, favoreciendo la induccién de autofagia (Prokhorova et al.,
2020). b) En el nucleo, p53 activa la transcripcion de genes pro-autofagicos,
incluyendo wuvrag, atg7, ulk1 y ulk2 (Ambrosio & Majello, 2020b; Kenzelmann
Broz et al., 2013), ¢) p53 activa la transcripcion de algunos inhibidores de
mTOR, como /gfl1, tsc2, pteny a la subunidad betal de AMPK (J. H. Chen et
al., 2015; Prokhorova et al., 2020).

\ DsB ,
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Figura 6. Representacion de rutas que interconectan la respuesta de daiio al DNA con la
autofagia (modificado de Eliopoulos et al., 2016). Se muestran las principales rutas por las que la
respuesta ante las DSBs, conducen a la induccion de la autofagia.
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Es necesario aclarar que pueden existir otras rutas activadas como consecuencia del
estrés genotoxico que ademas pueden inducir autofagia, sin embargo, no todas ellas
han sido exploradas especificamente en el contexto de la induccién de DSBs.

De manera reciproca, la autofagia modula eventos y moléculas que tienen efecto
sobre las maquinarias de reparacién del DNA. Algunos trabajos en células de
mamifero resaltan que, en células deficientes en autofagia se observan defectos en
los procesos de reparacion del DNA. Por ejemplo, al bloquear la expresién de FIP200
(proteina necesaria para la formacién de autofagosomas) y luego de inducir dafio al
DNA evidenciado por la presencia de la histona yH2AX, se observd una persistencia
del dafio y una reduccion en la viabilidad de las células (Bae & Guan, 2011). Aunque
no se exploro el mecanismo por el cual sucede esta susceptibilidad, en otros trabajos
se ha identificado que, al inhibir la autofagia, las células acumulan a la proteina
adaptadora p62/SQSTM1 en el nucleo. De este modo, durante el estrés genotoéxico,
p62/ SQSTM1 en el nucleo, interactia tanto con RNF168 como con FLNA. En el
primer caso, la interaccion con RNF168 reduce la poliubiquitinacién de histonas que
a su vez evita el reclutamiento de proteinas de la maquinaria de reparacion (Wang
et al.,, 2016). La interaccion con FLNA evita que reclute a RAD51 hacia los puntos de
dafio como parte de la reparacidon por recombinacion homologa. Mas aun, la
interaccion con p62/ SQSTM1 promueve que tanto FLNA y RAD51 sean degradados
por el proteasoma, propiciando que la reparacion sea menos eficiente (Hewitt et al,,
2016).

También se destaca que ante la generacién de DSBs, la proteina BECN1 que participa
en el proceso de formacion de los autofagosomas, es reclutada a los sitios de dafio
donde interactta con la TOP2B, promoviendo la reparacién tanto por recombinacion
homologa, como por union de extremos no homélogos (F. Xu et al., 2017).

El papel de la autofagia protegiendo al genoma parece estar conservado en la
evolucion. Por ejemplo, en levaduras, la autofagia puede degradar a la forma
acetilada de la proteina Sae2/RBBP8, una endonucleasa de DNA que participa en la
reseccidon necesaria para la reparacion de DSBs (Hewitt & Korolchuk, 2017).
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1.7.- Expulsion de material nuclear por fallas en la reparacion del DNA.

La deficiencia en los procesos de reparacion de las DSBs tiene como consecuencia la
inestabilidad gendmica y una de las manifestaciones de tal inestabilidad es la
expulsion de material nuclear hacia el citoplasma, en forma independiente del nucleo
principal (Blackford & Stucki, 2020; Miller et al., 2021). Por un lado, asociado con la
senescencia celular, se ha descrito la expulsion de “fragmentos citoplasmaticos de
cromatina” como consecuencia del estrés genotdxico y de otros inductores de
senescencia (Ivanov et al., 2013; Miller et al.,, 2021). Estos fragmentos son expulsados
a través de la membrana nuclear mediante un proceso de protrusion ocasionado por
defectos en la integridad de la lamina nuclear. La caracterizacion de estos
fragmentos a diferencia de los MiNu, indica que el DNA se encuentra en el
citoplasma sin envoltura nuclear (Miller et al., 2021). Igualmente, asociado con el
estrés genotoxico, la formacion de MiNu implica la exclusiéon de material nuclear
hacia el citoplasma. Sin embargo, en este caso, los MiNu, ademas de contener
fragmentos de cromosomas o cromosomas completos, también poseen distintos
componentes de la envoltura nuclear. El tamafo de estas estructuras varia entre 1/40
hasta 1/3 con respecto al tamafo del nucleo principal. (Medvedeva et al., 2007; Miller
et al.,, 2021).

El origen de los MiNu depende de la fase del ciclo celular en la que se presenten las
fallas en la reparacion de DSBs. Asi, la persistencia de DSBs durante la mitosis, implica
la fragmentacion de cromosomas. Los fragmentos generados segregan
aleatoriamente en las células hijas, pudiendo incluso quedar fuera del nucleo
principal como un micronucleo (Blackford & Stucki, 2020; Fenech et al., 2011).
Mientras tanto, en células en interfase, la acumulacion de DSBs conduce a la
formacion de brotes o protrusiones que al final son expulsados del nucleo principal
en forma de MiNu (Kalsbeek & Golsteyn, 2017; Kisurina-Evgenieva et al., 2016;
Medvedeva et al., 2007).

Dado que tanto los MiNu como los fragmentos citoplasmaticos de cromatina
incluyen material genético anomalo (en calidad y/o en cantidad), esto representa
una fuente de inestabilidad gendmica. Esta inestabilidad puede ser consecuencia de
que dicho material podria ser sujeto a procesos de replicacion y/o transcripcion,
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fuera de los tiempos y condiciones normales de la célula en la que se encuentren
(Hintzsche et al,, 2017; Y. Huang et al., 2011; Terradas et al., 2010). Con respecto a las
células que desarrollan MiNu, la muerte celular apoptoética es uno de los destinos
inmediatos (Y. Huang et al., 2011; Utani et al., 2010). Se plantea que de este modo
se evita la propagacién de células con dafio al DNA e inestabilidad gendmica. Sin
embargo, una importante proporcion de células logran evadir la muerte celular y
sobrevivir con MiNu en su citoplasma (Hintzsche et al., 2017; Y. Huang et al., 2011).
Por lo anterior, es relevante entender y determinar cual es el destino final de los
MiNu en células que logran sobrevivir.

La persistencia de MiNu en la célula, a su vez puede propiciar la reincorporacion del
material genomico al nucleo principal de la célula. En células con capacidad
proliferativa se ha observado que luego de la aparicion de un micronucleo y durante
una siguiente ronda de division celular, los microndcleos desaparecen y
presuntamente son reincorporados al nucleo principal de una de las células hijas (Y.
Huang et al., 2011). Esta reincorporacion es responsable de la aparicién de rearreglos
cromosomicos en la célula hija que heredd y reincorporo el microndcleo a su ndcleo
principal (Utani et al., 2010; Ye et al., 2019).

Por lo anterior, cuando las células con micronucleos logran sobrevivir, un punto de
control importante para mitigar la inestabilidad gendmica y/o evitar mas alteraciones
gendmicas, es la eliminacion de los micronucleos. A este respecto se ha propuesto
que la eliminacién puede ocurrir mediante la extrusion fuera de la célula o bien por
degradacion tanto del material gendmico como no gendmico (Hintzsche et al., 2017).

Diversos trabajos se han enfocado en la degradacién de MiNu, algunos de ellos
describiendo su degradaciéon mediante la via autofagica.

1.8.- Nucleofagia

Nucleofagia es el término que se ha acuiado para referirse a la degradacion de
componentes del nucleo o incluso del nldcleo completo mediante la via autofagica
Este proceso se encuentra conservado evolutivamente y se presenta tanto en
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levaduras como en mamiferos, en distintos contextos fisiologicos y patoldgicos
(Papandreou & Tavernarakis, 2021).

Como se ha dicho, las células activan la autofagia para contender con distintos tipos
de estrés. Para ello, una de las funciones de este proceso degradativo, en su
modalidad de nucleofagia, es promover la supervivencia de las células mediante la
eliminacion de material nuclear expulsado al citoplasma, para tratar de restaurar la
estabilidad gendmica y prevenir daiio al organismo por inflamacién. Si los MiNu no
son eliminados, eventualmente se dafa la envoltura micronuclear exponiendo el
DNA al citoplasma, que es detectado por cGAS (cyclic GMP-AMP synthase) que
activa la via STING del sistema inmune innato, lo cual genera inflamacién (Kwon et
al., 2020). De hecho, los fragmentos citoplasmicos de cromatina que desencadenan
la senescencia también inducen inflamacion por la via cGAS-STING si no son
eliminados (Dou et al., 2017). Las primeras evidencias experimentales sugirieron que
la nucleofagia es necesaria para el proceso de reduccion de la poliploidia en células
cancerosas sometidas a estrés genotoxico intenso. En este caso se observd la
presencia de vesiculas de doble membrana, presumiblemente autofagosomas, que
se ubicaron en posicion cercana o rodeando invaginaciones de los nucleos
multilobulados de las células poliploides (J. A. Erenpreisa et al., 2000). Una mejor
caracterizacion de tales vesiculas de doble membrana permitié identificar que
algunas de ellas contenian a la enzima lisosomal Catepsina B (J. Erenpreisa et al.,
2011).

Posteriormente y respecto al material nuclear que es expulsado hacia el citoplasma
como consecuencia del estrés genotoxico, tanto en células cancerosas como en
células senescentes, una proporcion del material aberrante ha sido detectado en
colocalizacién con proteinas de la maquinaria autofagica. Incluso, en el caso de las
células senescentes se identifico la ubiquitinacion de los denominados fragmentos
citoplasmaticos de cromatina (Ivanov et al, 2013). Por su parte mediante
colocalizacién con las proteinas p62/SQSTM1 y LC3 se sugiere la formacion de
autofagosomas rodeando tanto a fragmentos citoplasmaticos de cromatina, como a
MiNu, que posteriormente son dirigidos a degradacion lisosomal, evidenciada por la
colocalizacién con la proteina LAMP2A presente en la membrana del lisosoma
(Ivanov et al., 2013; Rello-Varona et al., 2012).
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Para la etapa de degradacién, ademas de proteasas, los lisosomas cuentan con
ribonucleasas de la familia T2, con actividad 6ptima a pH entre 4 y 5 que cortan
cadenas sencillas de RNA (Luhtala & Parker, 2010), asi como con la endonucleasa
DNAasa II que degrada DNA en forma 6ptima a pH entre 4.5 y 5.5 (Evans & Aguilera,
2003; Ohkouchi et al., 2013).
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2.- Planteamiento del problema.

Con respecto a la nucleofagia, las observaciones experimentales apuntan a que el
DNA que es expulsado del nucleo hacia el citoplasma es dirigido en autofagosomas
hacia el lisosoma para su degradacion. En estos autofagosomas, el DNA ademas
puede ir acompafado de componentes variables ademas de la histona yH2AX,
marcador de dafo al DNA, por lo cual es importante identificar dichos componentes.
La accion del etopdsido interrumpe el ciclo catalitico de las TOP2, propiciando la
estabilidad y persistencia de los denominados “complejos de corte” conformados
por TOP2 unida al DNA (conocidos en inglés como TOP2cc) (Vann et al,, 2021). Hasta
ahora se ha reportado que estos complejos de corte pueden ser removidos por
accion del proteasoma o bien por accidon de enzimas especificas que cortan al DNA
(Atkin et al., 2019; Riccio et al,, 2020). En este trabajo se propone que la autofagia
también podria participar en la eliminacion de estos complejos de corte, en forma
similar a la degradacion de complejos moleculares anomalos y persistentes
resultantes del entrecruzamiento del DNA con algunas proteinas. Estos complejos
moleculares se generan por la exposicion a agentes como el formaldehido o la
radiacion UV (Mu et al., 2016).

Por otro lado, en células cancerosas que sobreviven a estrés genotdxico prolongado,
se observa que, en etapas cronicas, algunos componentes del nucléolo son
expulsados hacia el citoplasma, donde son rodeados por autofagosomas para su
posterior eliminacion en los lisosomas. Sin embargo, queda la posibilidad que esta
expulsion del material nucleolar ocurra también en fases agudas del estrés
genotodxico.

Finalmente, la participacion de la nucleofagia en la degradacion de MiNu se sustenta
principalmente en modelos experimentales que emplean células cancerosas. Sin
embargo, considerando la constante formacion de DSBs incluso en condiciones
fisiolégicas mencionadas en la introduccién, este proceso puede ser un mecanismo
general para mantener la estabilidad gendmica en células normales.
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3.- Hipotesis.

La nucleofagia contribuye a mantener la integridad nuclear y la estabilidad genémica
en células normales, a través de la degradacién de material nuclear andémalo que se

expulse al citoplasma.

4.- Objetivos.
4.1.- Objetivo general:

Determinar si en condiciones de estrés genotoxico intenso, la nucleofagia es capaz
de degradar material nuclear anomalo expulsado al citoplasma.

4.2.-Objetivos particulares

e Establecer un modelo de dafo y reparacion al DNA.

e Evaluar si como consecuencia de la generacidon multiples DSBs en células de
mamifero no tumorales,
a) Seinduce la formacion de protuberancias nucleares y MiNu.
b) Se induce la nucleofagia.

e Determinar si la inhibicion de la via autofagica conduce a deficiencias en la
reparacion del DNA y a una acumulacién de protuberancias nucleares y MiNu.

e Identificar componentes nucleares presentes en las protuberancias nucleares
y MiNu y que sean blanco de degradacién de la via nucleofagica.
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5.- Estrategia experimental.
5.1 Induccion de daino al DNA.

Se eligié trabajar con cultivos primarios de fibroblastos embrionarios de raton como
modelo de células no tumorales. Asimismo, se evalud un tipo particular de dafio en
el DNA, optando por las DSBs. Como se muestra en la figura 7, se establecio una
dosis subletal de etopdsido que permita evaluar el daio en el DNA, su reparacion,
asi como el involucramiento de la autofagia. Para inducir daifio en el DNA se encontrd
que es suficiente tratar a las células con etopdsido 120 uM durante 2 horas. La
reparacion de las DSBs fue monitoreada hasta 5 horas posteriores a que se retir6 el
etoposido. Una vez establecidas las fases de dafio y reparacion en el DNA, se evaluo
el posible involucramiento de la maquinaria autofagica en el proceso de reparacion
y en el mantenimiento de la estabilidad gendmica a través de la degradacién de

material nuclear anémalo.

Dario al DNA Reparacion del DNA

=)

2h etopésido

Figura 7. Esquema de trabajo establecido para evaluar el dafio al DNA, su reparacion y la interrelacion
con la maquinaria autofagica para mantener la estabilidad genomica.

5.1.1 Cultivo celular.

Se trabajo con fibroblastos embrionarios de raton (MEF por sus siglas en inglés)
obtenidos de ratones silvestres de la cepa CD1 o bien de ratones transgénicos que
expresan la proteina GFP-LC3 de manera ubicua en la cepa C57BL/6J (Mizushima et
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al, 2004). Los fibroblastos fueron aislados de embriones en las etapas E13.5
siguiendo el protocolo estandar previamente reportado (J. Xu, 2005).

Una vez aislados, los MEFs fueron cultivados en medio Dulbecco’s Modlified Eagle
Medium + GlutaMAX™ (DMEM+Glutamax™) suplementado con 10% de Suero fetal
bovino y con una mezcla de antibi6ticos de Penicilina/Estreptavidina a 100 U/mL. El
medio y los suplementos fueron adquiridos de la marca GIBCO® Life
TechnologiesTM, Grand Island, NY, USA.

Las condiciones de cultivo consistieron en temperatura de 37°C, CO; al 5%, O>
atmosférico. Se trabajé con cultivos celulares que alcanzaron aproximadamente
entre un 70 y 80% de confluencia.

5.2. Evaluacion y monitoreo del daiio en el DNA.

Se implemento el ensayo cometa para monitoreo de las DSBs y su reparacion. Este
ensayo consiste en una electroforesis en gel del genoma de células individuales.
Brevemente consiste en colocar células (tratadas o no con agentes que dafan el
DNA) en una matriz solida (agarosa), para posteriormente someterlas a lisis
controlada, de modo que se eliminen los componentes citoplasmicos, dejando el
DNA nuclear aislado. El DNA es sometido a electroforesis y a tincion con un colorante
fluorescente de DNA. De este modo, al observar al microscopio se observa el DNA
no dafiado y agrupado en un nucleoide principal, mientras que, en caso de existir
cadenas sueltas de DNA derivadas de una ruptura, estas migran alejandose del
nucleoide principal, adoptando una figura en forma de cometa.

5.2.1.- Ensayo cometa.

Soluciones y reactivos:
e Solucién de lisis:
- 0.03 M de EDTA
- 1% de SDS.

e Solucidn de desenrollamiento y electroforesis.
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60 mM de Tris.

- 90 mM de acido acético.
- 25 mM de EDTA

- AjustarpH a 9.0

e Solucidon de neutralizacion:
- 500 mM de Tris-HCl.
- Ajustar pH a 7.5.

e Solucién de tincion de DNA para ensayo cometa.

- Solucién de SYBR Green diluyendo el stock 1:10,000 en PBS.

- Solucién stock: SYBR™ green I Nucleic Acid Gel Stain (Invitrogen, Eugene, OR,
USA), concentracion 10,000X.

Procedimiento.

- Resuspender las células en PBS a una densidad de 1x103 células/uL.

- Mezclar las células en proporcion volumen a volumen de 1:5, con una solucion
de 0.75% de garosa de bajo punto de fusion, fundida y mantenida a 37°C.

- Tomar un volumen entre 50 y 100 uL de la mezcla anterior y colocarlo en un
portaobjetos previamente cubierto con una capa solidificada de agarosa de
punto de fusion normal al 1%.

- Colocar un cubreobjetos sobre la mezcla para dispersarla sobre el
portaobjetos.

- Colocar el portaobjetos con la mezcla dispersada a 4°C durante 2 minutos.

- Incubar el portaobjetos con la mezcla dispersada durante 10 minutos a
temperatura ambiente y protegido de la luz.

- Remover mediante deslizamiento, el cubreobjetos previamente colocado
sobre la mezcla dispersada.

- Cubrir el portaobjetos que tiene la mezcla dispersada y solidificada, con una
solucion de lisis previamente mantenida a 4°C.

- Incubar durante 60 minutos el portaobjetos con la solucion de lisis y
protegido de la luz.
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- Retirar la solucion de lisis y aplicar solucion de desenrollamiento para retirar
los residuos de la solucién de lisis.

- Cubrir el portaobjetos con solucion de desenrollamiento e incubar a
temperatura ambiente durante 60 minutos y protegido de la luz.

- Colocar el portaobjetos sumergido en solucion de desenrollamiento en una
camara de electroforesis.

- Someter el cubreobjetos a electroforesis durante 20 minutos aplicando 25
voltios.

- Retirar residuos de la solucion de desenrollamiento, empleando solucién de
neutralizacion.

- Cubrir el portaobjetos con solucion de neutralizacion e incubar durante 10
minutos a temperatura ambiente y cubierto de la luz.

- Retirar la solucion de neutralizacion y repetir la incubacion 2 veces mas de la
misma forma que el paso anterior.

- Retirar la solucion de neutralizacion y aplicar PBS para retirar el exceso de
solucion de neutralizacion.

- Cubrir el portaobjetos con solucién de tincion de DNA para ensayo cometa, e
incubar durante 15 minutos y cubierto de la luz.

- Retirar el exceso de la solucién anterior y observar al microscopio.

5.3. Evaluacion y monitoreo intracelular de proteinas.

Para monitorear la localizacion de proteinas durante las fases de dafo y reparacion
del DNA se utilizd la inmunodeteccion en conjunto con distintas técnicas de
microscopia. Para ello se emplearon anticuerpos primarios contra las proteinas de la
maquinaria autofagica, asi como para marcador de dafio al DNA, la histona yH2AX,
las TOP2 y el componente nucleolar Fibrilarina. Los anticuerpos primarios y
secundarios se indican en la tabla 1 (seccién 11.1 de anexos). Adicionalmente se
emplearon tinciones fluorescentes especificas para la deteccion de autofagosomas
(Cyto-ID®)y vesiculas acidas (Lysotracker®).

Adicionalmente, para evaluar las vesiculas autofagicas, se utilizaron MEF obtenidos
de ratdn transgénico que expresan la proteina GFP-LC3 de manera ubicua.
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Para las observaciones microscépicas se emplearon las técnicas de: microscopia de
epifluorescencia, microscopia confocal, microscopia de super-resolucién,
microscopia electronica de transmision.

5.3.1.- Inmunofluorescencia.
Soluciones y reactivos.

e Solucién fijadora para inmunofluorescencia en células.
- 4% paraformaldehido en PBS.

e Solucion de permeabilizacién para inmunofluorescencia en células.
- 0.5 % Triton en PBS.

e Solucion de bloqueo para inmunofluorescencia en células.
- 4% albumina sérica bovina en PBS.

e Solucion para dilucion de anticuerpos.
- 2 % albumina sérica bovina en PBS.

e Solucion de tincion de nucleos para inmunofluorescencia en células.
- DAPI 1 ug/mL en PBS.

e Los anticuerpos utilizados se presentan en la tabla 1 (seccién 11.1 de anexos).

Procedimiento:

- Colocar cubreobjetos circulares limpios, estériles y libres de residuos grasos
sobre cada pozo de una caja con 12 pozos (superficie de cada pozo es de 3.8
cm?).

- Sembrar 2.5x10* células por pozo e incubar durante 24 horas.
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Una vez que se han aplicado los tratamientos correspondientes, proceder a
retirar los cubreobjetos con las células tratadas y colocarlos en una superficie
plana, con las células expuestas hacia arriba.

Inmediatamente aplicar solucion fijadora de paraformaldehido, cubriendo
toda la superficie del cubreobjetos con las células.

Incubar a temperatura ambiente durante 30 minutos.

Retirar la solucion fijadora y aplicar PBS para retirar los residuos de la solucion
fijadora.

Aplicar solucién de permeabilizacién sobre el cubreobjetos con las células, e
incubar durante 5 minutos a temperatura ambiente y cubierto de la luz.
Retirar la solucion de permeabilizacion, aplicando PBS para retirar los residuos
de la solucion anterior.

Aplicar solucién de bloqueo para inmunofluorescencia sobre el cubreobjetos
con las células e incubar durante 1 hora a temperatura ambiente y cubierto
de la luz.

Retirar la solucion de bloqueo y aplicar PBS para retirar residuos de la solucion
de bloqueo.

Aplicar la suspension de anticuerpos primarios sobre el cubreobjetos con las
células e incubar a 4°C durante al menos 12 horas y protegidos de la luz.
Retirar la suspension de anticuerpos primarios y aplicar PBS para retirar los
residuos de la suspension.

Aplicar la suspensién de anticuerpos secundarios sobre el cubreobjetos con
las células e incubar a temperatura ambiente durante 1 hora y protegidos de
la luz.

Aplicar solucién de tincidon de nucleos sobre el cubreobjetos con las células e
incubar por 10 minutos a temperatura ambiente y protegido de la luz.

5.3.2.- Western Blot.

Soluciones y reactivos:

Solucién de lisis celular.
62.5 mM de Tris-HCl (con pH ajustado a 6.5).

42



- 2% de SDSD.
- 2 mg/mL de inhibidor de proteasas (Complete ROCHE MOLECULAR
DIAGNOSTICS, Pleasanton CA, USA).

e Solucion TBST.

- 50 mM de Tris (con pH de 7.6)
- 150 mM de NaCl

- 0.1% de Tween.

e Solucién de bloqueo para WB.
- TBST

e Solucion de bloqueo
- 3 % de leche deshidratada y descremada (BioRad Cat # 170-6404)

Procedimiento:

- A partir de las células concentradas en un botdn celular, proceder a adicionar
solucion de lisis celular. Para botones celulares con aproximadamente 1x10°
células, adicionar 60 pL de solucién de lisis.

- Resuspender el botdn celular con la solucion de lisis.

- Someter a sonicacion la suspensién celular.

- A partir de la suspension obtenida, someter una cantidad entre 30 y 120 pg
de proteinas totales a separacion por electroforesis en gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE por sus siglas en inglés).

- Someter el gel de poliacrilamida con las proteinas separadas a proceso de
transferencia a una membrana de PVDF previamente activada en metanol.

- Sumergir la membrana de PVDF con las proteinas transferidas, en solucion de
bloqueo.

- Agitar la membrana de PVDF sumergida en solucion de bloqueo durante 1
hora a temperatura ambiente.
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- Retirar la solucion de bloqueo y aplicar 3 lavados de la membrana,
sumergiéndola en solucién de TBST y con agitacion durante 5 minutos.

- Sumergir la membrana bloqueada en una solucion con el anticuerpo primario.
Para prepara la suspension de anticuerpos, emplear solucion de TBST
adicionada con 2% de albimina sérica bovina.

- Incubar en agitacién la membrana con la suspensién de anticuerpo primario
a 4°Cy durante al menos 12 horas.

- Retirar la suspensién de anticuerpo primario (guardar a 4°C para su re-uso) y
aplicar 3 lavados de la membrana empleando solucién de TBST en agitacion
durante 5 minutos.

- Sumergir la membrana en una suspensiéon con el anticuerpo secundario
acoplado a sefal fluorescente. (Para prepara la suspension de anticuerpos,
emplear solucién de TBST) e incubar en agitacion a temperatura ambiente y
durante 1 hora.

- Retirar la suspension de anticuerpo secundario y aplicar 3 lavados de la
membrana empleando solucion de TBST en agitacion durante 5 minutos.

- Revelar la sefal fluorescente acoplada al anticuerpo secundario empleando el

equipo Odyssey® IR scanner conjuntamente con software Odyssey® Image
Studio software 5.2.5 (LI-COR, Lincoln, NE, USA).

5.3.3.- Inmunodeteccion con particulas de oro mediante microscopia
electronica de transmision (inmunogold).

a) Preparacion de células para microscopia electronica de transmision.
Soluciones y reactivos:

e Solucién fijadora.
- Glutaraldehido al 3% en agua destilada.

e Soluciones de etanol
- Etanol a 40, 50, 60, 70, 80, 90 en agua destilada.

44



e Resina LR White.

Procedimiento:

- Concentrar las células en un boton, mediante centrifugacion.

- Someter las células a fijacién con glutaraldehido al 3%.

- Aplicar proceso de deshidratacion sumergiendo el boton celular durante 1
hora en cada una de las soluciones con concentracion creciente de alcohol
etilico, pasando por 40, 50, 60, 70, 80, 90 y100%.

- Embeber a las células en resina LR White y permitir la polimerizacion
incubando a 50°C durante 12 horas.

- Proceder al corte del botdon celular embebido en la resina polimerizada,
obteniendo secciones de entre 70 y 80 nm usando un 26U/tracut-Recheirt-

Jungy.
- Colocar los cortes obtenidos en rejillas de niquel.

b) Inmunogold

Soluciones y reactivos:

e Solucién de lavado.
- 0.005% Tween 20 en PBS.

e Solucion de bloqueo.
- 50 mM glicina,

- 0.005% Tween 20

- 0.01% Triton X-100

- 0.1% BSA

- Diluyente: PBS

e Solucién de fijacion
- Glutaraldehido al 2% en PBS.
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e Solucién de contraste.
- Acetato de uranilo al 2% en agua destilada.

Para la observacion de las muestras se emple6 un microscopio electronico de
transmision JEOL JEM 1200 EXIL

Procedimiento:

- Proceder a sumergir momentaneamente la rejilla con el corte obtenido del
boton celular, en agua desionizada. Repetir esta operacion una vez mas.

- Proceder a sumergir momentaneamente la rejilla con el corte obtenido del
botdn celular, en solucion de lavado. Repetir esta operacion una vez mas.

- Aplicar solucion de bloqueo sobre la rejilla, e incubar durante 30 minutos a
temperatura ambiente.

- Aplicar la suspensién de anticuerpos primarios sobre la rejilla, e incubar
durante 24 horas a 4°C en camara humeda (los anticuerpos y diluciones se
indican en la tabla 1).

- Retirar la suspension de anticuerpos primarios

- Sumergir momentaneamente la rejilla en solucion de lavado. Repetir esta
operacion dos veces mas.

- Aplicar la suspension de anticuerpos secundarios sobre la rejilla, e incubar
durante al menos 12 horas a 4°C en camara humeda. Los anticuerpos y
diluciones se indican en la tabla 1.

- Retirar la suspension de anticuerpos secundarios.

- Sumergir momentaneamente la rejilla en solucion de lavado. Repetir esta
operacion dos veces mas.

- Aplicar solucion de fijacion 2 sobre la rejilla, e incubar durante 10 minutos a
temperatura ambiente y en camara hiumeda.

- Retirar la solucién de fijacion 2.

- Aplicar agua destilada sobre la rejilla e incubar durante 5 minutos. Repetir
esta operacion una vez mas.

- Aplicar solucion de contraste.

- Sumergir momentaneamente las rejillas en agua destilada.

- Dejar secar las rejillas.

- Proceder a la observacién en el microscopio electronico de transmision.

46



5.3.4.- Microscopia de superresolucion.

Se trabaja con las muestras preparadas para inmunofluorescencia. El proceso general
consiste en adquirir imagenes con un microscopio Nanoimager-S (Oxford
Nanoimaging Ltd) y utilizando excitacion de fluorescencia WF. Las muestras se
excitan alternando el laser de iluminacion con las lineas de laser de 405 (DAPI), 473
(Alexa Fluor A488, GPF) y 561 (Alexa Fluor A594). La deteccidon de la sefial se realiza
con un objetivo de inmersion en aceite 100X con 1.4 de apertura numérica (Olympus)
y con un sCMOS Hamamatsu Orca Flash 4.0 V3 empleando un splitter de imagen
embebido para la adquisicién de canales duales de fluorescencia. El tiempo de
imagen es de 33 ms, con un tamano efectivo de pixel en el plano objetivo de 117
nm. Las imagenes de sub-fraccion se obtienen mediante SRRF, un abordaje de
microscopia de superresolucion de multiples cuadros, el cual redne la informacion
nanoscopica del analisis estadistico de secuencias de imagenes colectadas en el
mismo plano de imagen [https://www.nature.com/articles/ncomms12471]. Cada
imagen de superresolucion se deriva del analisis del apilamiento serial de 100
imagenes colectadas por cada canal de excitacion de fluorescencia. Cada
apilamiento serial se corrige y analiza utilizando las aplicaciones NanoJcore y Nano-
SRRF de FUI/Image J [https://iopscience.iop.org/article/10.1088/1361-6463/ab0261].
Los parametros para computar SRRF son: radio de anillo 0.5, magnificacion radial 10,
ejes en anillo 8 parametros, analisis temporal: AVG. Los demas parametros se ajustan
de acuerdo con valores predeterminados recomendados
[https://iopscience.iop.org/article/10.1088/1361-6463/ab0261].

5.4. Bloqueo del flujo autofagico.

Para evaluar el efecto del bloqueo de la autofagia sobre la estabilidad gendmica, se
emplearon distintos sistemas.

e Spautin-1, el cual inhibe la desubiquitinacion de la proteina BECNT,

propiciando que sea degradada mediante proteasoma, evitando de este
modo la formacion de autofagosomas (Liu et al., 2011).
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e siRNA contra Atg7, proteina requerida para la elongacion de autofagosomas
(Simon et al., 2017)). Para ello se realizé transfeccion empleando el reactivo
Lipofectamina 2000®.

e Seemplearon MEF Atg4b” carentes de la proteina ATG4B, la cual es necesaria
para el procesamiento de LC3, que genera la forma LC3-], la cual a su vez es
lipidada con fosfatidiletanolamina para su incorporacion en la membrana de
los fagoforos, para la formacion de autofagosomas.

5.4.1.- Transfeccion de siRNA.

Se empled SMARTpool siRNA ATG7-FITC de Dharmacon (Lafayette, CO, USA). Las
células fueron transfectadas empleando Lipofectamina 2000®, siguiendo las
instrucciones del fabricante. Brevemente, se siguieron los pasos que se describen a
continuacion.

Soluciones y reactivos:

e Medio de cultivo DMEM +Glutamax™

e Medio de cultivo Optimem®

e Lijpofectamine 2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).

o  SMARTpool SiIRNA ATG7-FITC de Dharmacon (Lafayette, CO, USA).

Procedimiento:

- Enuna superficie de 3.8 cm? (superficie de cada pozo en cajas con 12 pozos),
sembrar 5x10* células con medio de cultivo libre de antibiéticos.

- Ajustar el volumen de medio de cultivo a 500 pL.

- Preparar una mezcla con siRNA 20 pmol y con 3 pulL de Lipofectamina, en un
volumen de 100 pL con medio Optimem®.

- Adicionar la mezcla anterior a las células mezclando levemente con el medio
de cultivo.

- Incubar durante 6 horas.

- Adicionar 400 uL medio de cultivo libre de antibiéticos y continuar el cultivo
por 48 horas mas.
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6.- Resultados.

Para estudiar si la nucleofagia contribuye a mantener la integridad nuclear y la
estabilidad genodmica en células normales, se establecié el modelo descrito en la
figura 7, que permitid evaluar el dafo en el DNA, su reparacién, asi como el
involucramiento de la autofagia.

6.1 Establecimiento del modelo de daiio y reparacion del DNA en fibroblastos

Para reducir al minimo la generacion simultanea de distintos tipos de dafio en el
genoma, se optd por someter a las células a tratamiento con etoposido, que como
se ha mencionado, afecta la estabilidad y funcionamiento de las TOP2, generando
DSB. Se inicio por establecer una curva de tratamientos con etopdsido en cultivos
primarios de MEF y se encontré que con un tratamiento de 120 uM durante 2 horas
se mantienen vivas mas del 85% de las células, y esa viabilidad se mantiene durante
5 horas después de retirar el Etoposido (Figura 8A).

Mediante ensayo cometa se evaluo la induccion del dafo gendmico, midiendo la
longitud del DNA desenrollado (longitud de los cometas) que resulta de la ruptura
del DNA (figuras 8B y 8C). De este modo, en células sin tratamiento se obtuvo una
longitud promedio de 39.54 + 7.594 um, mientras que a las 2 horas de tratamiento
con etoposido las longitudes se incrementan a 122.8 + 22.08 um. Una vez que se
retira el etopdsido se observa una reparacion gradual de la integridad del DNA, de
modo que luego de 3 horas la longitud promedio es de 107.9 + 8.894 um; y a las 5
horas esta longitud de 48.33 + 8.994 um.

En resumen, el DNA se rompe con dos horas de tratamiento con Etopdsido 120 uM,
y se repara después de 5 horas de retirar el etoposido, mostrando una integridad de
DNA comparable a las células sin tratar.

Para observar la respuesta de las células al daifio en el DNA se monitore¢ la presencia
de yH2AX mediante inmunofluorescencia (figura 8D y 8E). Se observé una cinética
similar de aparicion y desaparicion de la histona yH2AX. A este respecto, a partir de
las imagenes obtenidas, se determind la intensidad de la sefal fluorescente
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observada para la histona yH2AX obteniéndose en promedio una intensidad de
675.3 = 569.3 unidades arbitrarias de fluorescencia para MEF control que no fueron
sometidos a tratamiento con etopdsido (figura 8E). Esta intensidad de fluorescencia
se incremento luego de 2 horas de dafo con etopdsido a un promedio de 15,002 +
6,223 unidades arbitrarias de fluorescencia para finalmente disminuir nuevamente a
4,635 + 3,367 unidades arbitrarias de fluorescencia en la etapa de reparacién luego

de 5 horas de que se retir6 el etoposido (figura 8E).

Asi, en este modelo se establecié una cinética con una etapa de dafo a las 2 horas
de tratamiento con etoposido, seguida de una etapa de reparacion gradual hasta las
5 horas posteriores al retiro del agente de dafo. Por lo anterior, se decidi6 aplicar
este modelo experimental con MEF para las demas evaluaciones del presente

trabajo.
100
R 80
e
B &0 U
= E <0.0001
3 40
(1] <0.0001
= ©
- 0 5 <0.0001
@
° g
wv
583
=i
B 2hD =
482
o @
wv
o3
'g 2®
£ 0.2
Q 4‘-:' c 0
o =2 U 2hD 5hR
@
©
E 5h R
E=]
[S)
<
[s]
—

U 2hD1hR3hR5hR

Figura 8. Modelo para estudiar dafo y reparacion al DNA en MEFs. Los MEFs fueron tratados con
etopdsido 120 uM durante 2 horas, se retir6 el etopdésido y se analizaron las células a los tiempos
indicados. A. Gréfica del porcentaje de células vivas determinado en células no tratadas (U) o tratadas
con etopdsido (2h D) y en la fase de reparacion a distintos tiempos. La muerte celular se determin6
por exclusién de azul de tripano. La linea roja corresponde al 80 % de las células. B. Cuantificacién
del grado de dafo al DNA mediante ensayo cometa. El dafio se midié determinando la longitud de
los cometas en imagenes de epifluorescencia. Se grafican las mediciones promedio de intensidad de
fluorescencia en cada punto de tiempo. *p<0.01 tras aplicacion de prueba de Kruskal-Wallis seguida
de prueba de comparacidon multiple de Dunn. Se midieron al menos 50 cometas en cada uno de tres
experimentos independientes. C. Imagenes de ensayo cometa, con la sefial fluorescente de Sybr
Green® para el DNA obtenido de las células no tratadas (U), con 2 horas de exposicion a Etopdsido
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(2h D) y 5 horas después de retirar el etopdsido (5h R). Las barras de escala equivalen a 100 um D.
Inmunodeteccion de la histona YH2AX (rojo) en células no tratadas (U), durante la etapa de dafio (2h
D) y en la etapa de reparacién (5h R). Los nucleos aparecen marcados con la sefial para DAPL La barra
de escala equivale a 30 um. E. Gréfica correspondiente a la intensidad de fluorescencia (medida en
unidades arbitrarias), determinada mediante imagenes obtenidas por microscopia confocal de los
experimentos mostrados en B. Se determiné la fluorescencia en 48 células por cada uno de tres
experimentos independientes.

6.2 El estrés genotoxico propicia la formacion basal de alteraciones nucleares
que se incrementan por el estrés genotoxico.

Dado que la presencia de multiples rupturas de doble cadena en el DNA es un factor
que conduce a la expulsion de material nuclear hacia el citoplasma, se procedio a
evaluar la estructura nuclear de las células sometidas al tratamiento con Etoposido
determinado anteriormente. Para identificar protuberancias en la envoltura nuclear
y MiNu, mediante imagenes de microscopia confocal, se analizd la sedal
correspondiente a los nucleos de las células (tefiidos con DAPI); para determinar si
las células respondieron al dafio al DNA se detecto la histona yH2AX. Se detecto la
presencia de células con nucleos que desarrollaron protrusiones, asi como células
con sefial de DAPI en cuerpos independientes en el citoplasma sugiriendo que se
trataba de MiNu (Figura 9A). Colectivamente se denominé como “alteraciones
nucleares” tanto a las protrusiones como a los MiNu. Ademas, es necesario resaltar
que, estas alteraciones nucleares presentaron una sefial enriquecida correspondiente
a la histona yH2AX, sugiriendo una selectividad en el material genomico expulsado
del nucleo. Se procedié a cuantificar la cantidad de células con protrusiones
nucleares y con MiNu durante las fases de dafio y reparacion, asi como en células
control sin tratamiento. De manera sorprendente, las protrusiones nucleares fueron
identificadas incluso en un 15.09 + 3.194 % de células que no fueron tratadas con
etoposido, sin embargo, la frecuencia de éstas se incrementd significativamente en
la fase de dafio a un 19.43 +7.517 % de células tratadas con etopodsido y continuaron
formandose protuberancias incluso durante la etapa de reparacién del DNA,
alcanzando 28.37 £9.057 % de células a las 5 horas en la etapa de reparacion (figura
9B). También se encontraron células sin tratamiento que poseen MiNu, y
nuevamente el porcentaje de células con MiNu incrementé en respuesta a la
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formacién de DSBs, pasando de 5.096 + 2.75 % en el control a 9.207% +3.46 % en
las tratadas con etopdsido. Pero después de la reparacion del DNA se observd que
la frecuencia vuelve a disminuir a 5.98% + 4.63 % (figura 9C). Esta reduccién en la
frecuencia de MiNu sugiere que este material andbmalo es constantemente removido

en la etapa de reparacién del DNA.
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Figura 9. Hay una formacion basal de alteraciones nucleares que se incrementan por el estrés
genotoéxico. A. Protrusiones nucleares y MiNu sefialados por flechas amarillas, observados en MEF
no tratados (U), o en la etapa de dafio con etopdsido 120 uM (2h D) y después de reparacion del DNA
(5h R). EI DNA dafiado marcado por la histona yH2AX (en rojo) fue detectado tanto en protrusiones
como en MiNu de las células dafiadas. El DNA fue tefiido con DAPL Las escalas de barra corresponden
a 10 um. B. Gréfica de la cuantificacién del porcentaje de células con protrusiones en células no
tratadas (U) o en las etapas de dafio (2h D) y reparacién (5h R). C. Grafica de la cuantificacién del
porcentaje de células con MiNu en células no tratadas (U) o en las etapas de dafio (2h D) y reparacién
(5h R). Las gréficas representan el promedio de nueve experimentos. Para cada experimento
(representado como tridngulos) se contaron al menos 50 células. Las diferencias significativas se
calcularon mediante ANOVA de una via seguida por prueba de Mann Whitney. Los valores de P son
indicados para la comparacion con las células no tratadas con etopdsido (U).

Dado que se ha establecido que los MiNu contienen material nuclear rodeado por
su propia envoltura micronuclear, para definir su naturaleza se analizé la presencia
de las ldaminas nucleares que forman parte la envoltura nuclear. Resulté interesante
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observar que efectivamente encontramos DNA (tefiido con DAPI) en el citoplasma
rodeado de envoltura micronuclear, sin embargo, algunas fueron acompafnadas de
la lamina A/C, mientras que otras poseian Lamina B1 (figura 10). Esto implica que, en
el caso de los MiNu, el material gendbmico se encuentra aislado del ambiente
citoplasmatico, lo que permite su persistencia en las células y por tanto no puede ser
eliminado directamente por degradacién de nucleasas presentes en el citoplasma.

Lamin B1

Figura 10. Las alteraciones nucleares contienen elementos de la lamina nuclear, indicando que
son MiNu. Inmunodeteccién de la Ldmina A/C (en rojo) y Lamina B1 (en verde), en MEF tratados
durante 2 h con 120 uM de etopdsido (2h D). La flecha verde apunta a protrusiones que contienen
Lamina B1, mientras que las flechas rojas sefialan protrusiones que contienen la Ldmina A/C. La barra
de escala equivale a 30 um.

6.3 La autofagia es necesaria para la formacion de protrusiones nucleares y para
la remocion de MiNu en fibroblastos primarios.

Dado que las protrusiones nucleares y los MiNu son indicativos de inestabilidad
genomica, las células cuentan con diversos mecanismos para eliminar estas
alteraciones. Como se ha mencionado antes, la nucleofagia ha sido identificada
como un mecanismo de eliminacion de MiNu en células cancerosas (J. Erenpreisa et
al, 2011; Rello-Varona et al., 2012). En consecuencia, en este trabajo se planteo la
hipotesis de que en células no cancerosas la nucleofagia también contribuye con la
eliminacion de las alteraciones nucleares.

Entonces, se realizd un primer abordaje para determinar si habria autofagosomas y
autolisosomas asociados con las alteraciones nucleares, para lo cual se aplicaron
tinciones especificas: Cyto-ID® para autofagosomas y Lysotracker® para vesiculas
acidas como los lisosomas. En la figura 11A, se observan multiples autofagosomas
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perinucleares, asi como vesiculas acidas. En algunos casos, también se observaron
vesiculas con doble tincién, lo que indica que dichas vesiculas son autolisosomas,
indicando que el flujo de la autofagia funciona. Adicionalmente se pudo distinguir la
presencia de vesiculas acidas asociada con una protrusion nuclear (positiva para
Hoechst), lo cual sugiere que dicho material que es expulsado del nucleo se
encuentra en proceso de degradacion.

Ademas, también se analizo la distribucidn de la proteina LC3, que ante la induccion
de la autofagia cambia de un patron homogéneo a una distribucidon concentrada en
puntos correspondientes a los autofagosomas (Klionsky, Abdel-Aziz, et al., 2021). Asi,
al utilizar MEF obtenidos de ratdn transgénico que expresan la proteina GFP-LC3 de
manera ubicua, es posible observar la aparicion de autofagosomas como multiples
puntos brillantes. En la figura 11B, se resalta la aparicion de una vesicula pequefa
con DNA (tefiida con DAPI) durante la fase de dafio, junto con el marcador de dafio
al DNA (yH2AX) y simultaneamente con sefial de GFP-LC3, sugiriendo que se trata
de un autofagosoma que contiene material nuclear dafnado que fue expulsado al
citoplasma.

A Hoecht Lysotrakcer® B

DAPI yH2AX

Merge

GFP-LC3

Cyto-ID® Merge

Figurall. Induccién de la autofagia como consecuencia del dafio al DNA. A. Iméagenes
representativas de MEF en etapa de dafio (2h D) y con tincién simultadnea para autofagosomas (Cyto-
ID®), vesiculas acidas (Lysotracker®) y DNA (Hoechst). La barra de escala equivale a 30 um. La flecha
verde indica a un autofagosoma con DNA en su contenido y la flecha roja indica una vesicula acida
(presuntamente un lisosoma) con DNA en su contenido. B. Imagenes representativas de MEFs
transgénicos que expresan la proteina GFP-LC3 en etapa de dafo (2h D), con deteccion de la histona
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yYH2AXy con sefial de DAPI para el nlcleo. La cabeza de flecha blanca sefiala a un micronucleo positivo
para GFP-LC3, yH2AXy con DNA. La barra de escala equivale a 50 pm.

Basados en estas observaciones, se cuantifico la frecuencia con la que se encuentra
a la proteina GFP-LC3 en las alteraciones nucleares (figura 12A 'y 12B). Asi, en células
no tratadas con etopdsido se observd que el 52.3 + 8.2 % de las alteraciones
nucleares (tanto protrusiones como MiNu) contiene a la proteina GFP-LC3. Este
porcentaje se incrementa en la etapa de dafio a 60.3 + 8.7 % ya 69.7% +17.5 % a las
5 horas de reparacion (figura 12B).

Para corroborar la participacion de la maquinaria autofagica también se analizo la
distribucion de la proteina BECN1 (figura 12A'Y 12C), ya que participa en la formacion
de autofagosomas. En células no tratadas con etopdsido se detectd que un 34.5 +8.3
% de las alteraciones nucleares (protrusiones y MiNu) contienen BECN1 (figura 12C).
En forma similar con LC3, en las etapas de dafio y reparacidén este porcentaje se
incrementa a 55.7 £1.9 % durante las 2 horas de dafio con etoposido y alcanza un
valorde 52.9% +£10.2 alas 5 horas en la etapa de reparacién (figura 12C). Esto sugiere
que la maquinaria autofagica acompana la formacion de protrusiones nucleares y de
MiNu, tanto de forma basal como en respuesta al dafio al DNA. Para determinar si
también participa la degradacion autofagica, se busco la presencia de autolisosomas.
Mediante tincion con Lysotracker®, se identificaron alteraciones nucleares (MiNu y
protrusiones nucleares) asociadas a vesiculas acidas indicando el involucramiento
del lisosoma (figuras 11A y 12A). Vale la pena hacer notar que la abundancia de
lisosomas aumento a las 2 h de dafio al DNA, y disminuyé a las 5h de reparacion,
indicando un flujo de la autofagia funcional. También se puede notar un cambio en
la distribucion de BECN1 que se encuentra localizado en estructuras subnucleares de
manera basal, en respuesta al dafio al DNA se distribuye de manera mas homogénea
y sale del nucleo, y a las 5 h de reparacién se le encuentra nuevamente reclutado en
las estructuras subnucleares. Este dinamismo en su distribucion intracelular sugiere
una participacion activa de la nucleofagia.
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Figura 12. La nucleofagia es inducida durante la formacién de alteraciones nucleares. A.
Imagenes representativas para la deteccion de alteraciones nucleares que contienen BECN1 (flechas
amarillas, GFP-LC3 o lisosomas identificados con Lysotracker® (flechas color naranja), en MEF
transgénicos que expresan la proteina GFP-LC3 células no tratadas, en fases de dafio (2h D) o de
reparacion (5h R). La barra de escala representa 10 um. B. Porcentaje de células con alteraciones
nucleares que contienen (+) o no (-) a la proteina GFP-LC3 con los tratamientos indicados. C.
Porcentaje de células con alteraciones nucleares que contienen (+) o no (-) a la proteina BECN1 en
células no tratadas o en fases de dafio (2h D) y de reparacién (5h R). Los simbolos en verde
representan los promedios de porcentaje de células con alteraciones nucleares positivas para GFP-
LC3 en (B) o BECN1 en (C) para cada experimento. Las barras en la grafica representan la desviacion
estandar. Cada punto representa un experimento independiente; en cada experimento se contaron al
menos 50 células por tratamiento. Las diferencias significativas se calcularon mediante ANOVA de
una via seguida por prueba de Kruskal-Wallis. Los valores de P son indicados para la comparacién
con las células no tratadas con etopdsido (U).

Ya que se encontré la presencia de proteinas autofagicas en las alteraciones
nucleares, se procedid a evaluar el efecto de la inhibicién de la autofagia sobre la
frecuencia de formacion de dichas alteraciones. Para esto se determind tanto la
eficiencia de reparacion del DNA, asi como la aparicion de alteraciones nucleares en
células sometidas a tratamiento con un inhibidor de la autofagia. Como inhibidor se
empled Spautin-1, el cual inhibe la desubiquitinacién de la proteina BECNT,
propiciando que sea degradada mediante proteasoma, evitando de este modo la
formacion de autofagosomas (Liu et al, 2011). En estas condiciones, se observo
mediante ensayo cometa que el proceso de reparacion del DNA se ve afectado
negativamente, propiciando mayor dafio en el DNA, asi como un retraso en la
recuperacion de la integridad del DNA tras la exposicion a Etopdsido (figura 13Ay
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13B). En la etapa de dafio, para las células previamente expuestas a Spautin1 y luego
a Etopdsido, se obtuvieron cometas de longitud 121.40 + 65.10 um. Estos valores
son mayores a los observado para células Unicamente expuestas a etoposido, que
mostraron cometas de longitud 89.05 + 89.31 um.

En la etapa de reparacion, a las 5h de reparacién, las células no expuestas a Spautin-
1, recuperan su integridad obteniéndose valores de 45.44 + 14.06 um de longitud de
cometas. Estos valores son similares a los 40.59 + 11.75 um observados en células no
tratadas ni con Spautin1 ni con etopdsido, mientras que para células previamente
tratadas con Saputin-1y con etopésido, a las 5 horas de reparacion, aun se obtienen
cometas con longitudes de 59.77 + 27.53 um, valores estadisticamente diferentes a
las células sin dafio en el DNA.
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Figura 13. La inhibicién de la autofagia aumenta el daifo y retrasa el proceso de reparacion del
DNA. MEF pretratados con Spautin-1 (10 uM por 12h) o con vehiculo (DMSO 0.01% por 12 h), fueron
posteriormente tratados con etopdsido (120 uM por 2h) y finalmente se permitio la reparacién hasta
las 5h en presencia de Spautin-1 o vehiculo. El grado de dafio se determiné mediante ensayo cometa
neutro. A. Imagenes representativas de los cometas obtenidos con los tratamientos a distintos
tiempos. El material nuclear fue tefiido con Sybr Green®. Las barras de escala equivalen a 100 pm.
B. Cuantificacion del grado de dafio determinando la longitud de los cometas en imagenes de
epifluorescencia como se muestra en A. Se grafican las mediciones con el promedio en cada punto
de tiempo. *p<0.001 tras aplicacién de prueba de Kruskal-Wallis seguida de prueba de comparacién
multiple de Dunn. Se midieron al menos 50 cometas en cada uno de tres experimentos
independientes para cada tratamiento y tiempo.
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Por otro lado, se evalud el efecto de la inhibicion de la autofagia, en la generacién
de alteraciones nucleares. Para ello, en MEF silvestres se silencié por interferencia de
RNA la expresién del gen Atg7 (cuya proteina es requerida para la elongacion de
autofagosomas (Simon et al., 2017) (figura 14A). La comparacion de las células control
con aquellas células en las que se silencid Atg7 indica que este silenciamiento
propicié una reduccién en el porcentaje de células con protuberancias en las
distintas etapas (figura 14B), ya sea previo al dafio de 19.8 +4.16 % a 8.543 + 4.25
DE), durante la etapa de dafio por tratamiento con etoposido de 26.68 + 2,559 % a
15.56 + 1.117% y en la etapa de reparacion a las 5 h, de 38.14 + 8.216 % a 23.28 +
5.832%. Resultd interesante observar que el porcentaje de células con
protuberancias nucleares continué aumentando durante la fase de reparacion del
DNA, mientras que el porcentaje de celulas con MiNu disminuyd. Estos resultados
sugieren que el proceso de eliminacion de MiNu es diferente al proceso de
resolucion de protuberancias.

También se obtuvieron reducciones en los porcentajes de células con MiNu, aunque
en menor grado que no alcanza a ser estadisticamente significativo. Para aquellas
células en las que se silencio a Atg7 (figura 14B), pas6 de 3.8% + 3.4a1.823 + 1.8 %
en la etapa previa al dafio en el DNA, de 6.0 + 3.6 % a 3.5% + 2.8 % durante la etapa
de dafo por tratamiento con etopdsido y de 4.9 a 2.4 + 1.3% durante la etapa de
reparacion a las 5 horas.

En conjunto, estos resultados sugieren que la maquinaria autofagica participa
activamente en la formacion de las protuberancias nucleares. Sin embargo, no es
clara su participacion en la formacion de MiNu. Estos resultados apoyan que el
mecanismo de formacion de protuberancias y MiNu puede ser diferente.

Para corroborar la participacion de la autofagia en la formacion y eliminacion de
alteraciones nucleares, se realizd la misma evaluacion en MEF Atg4b”” carentes de la
proteina ATG4B, en colaboracién con la Dra. Sandra Cabrera de la Facultad de
Ciencias de la UNAM. La proteina ATG4B es necesaria para el procesamiento de la
proteina LC3, que genera la forma LC3-I, la cual a su vez es lipidada con
fosfatidiletanolamina para su incorporacion en la membrana de los fagoforos, para
la formacién de autofagosomas. Se corroboré que MEFs Atg4b”” tienen atrofiada la
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autofagia (figura 14D) al observar una disminucién en la cantidad de LC3-I
(indicando una menor formacion de autofagosomas), lo que coincide con la
acumulacién de la proteina p62/SQSTM1 (Rogov et al., 2014; Simon et al.,, 2017), que
es una proteina adaptadora que debe ser degradada por autofagia. De este modo,
en forma muy similar al efecto observado con el silenciamiento de Atg7, la afectacion
a la autofagia por la falta de ATG4B condujo a una reduccion en la formacién de
protrusiones nucleares (figura 14E). Incluso en células no sometidas a dafo (U), el
porcentaje promedio de protrusiones de 18.0 £7.0% observado en los MEF silvestres
(WT), se redujo en MEF Afg4b”" a un valor de 7.9 +2.8%. En la etapa de dafio, esta
reduccion se observa de 24.5 +9.8% en MEF WT a 5.2 +1.0% en MEF Atg4b”" y
finalmente en la etapa de reparacién la reduccién pasa de 19.6 £3.0% en MEF WT a
7.8 £3.7% en MEF Atg4b”". En el caso de la frecuencia de MiNu, nuevamente se
obtuvo un efecto opuesto a lo encontrado con las protuberancias, observando un
incremento de MiNu en células MEF Afg4b”~ (figura 14F). Se observo para células no
expuestas a etopodsido, un 4.6 £2.3% para MEF WT, que pasa a 8.1 +3.4 % en MEF
Atg4b”". En la etapa de dafio se obtuvo un incremento de 5.2 +1.3% en MEF WT
alcanzando 14.0 + 5.0% en MEF Atg4b”. Finalmente, en la etapa de reparacion, para
MEF WT, la frecuencia promedio de MiNu alcanz6 un 13.0 £0.9 %, mientras que se
observé un 11.6 £5.2% en MEF Atg4b™".
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Figura 14. La maquinaria autofagica es necesaria para la formacién de protrusiones nucleares,
pero no para la formacion de MiNu. Los MEF fueron transfectados con siRNA control o con siRNA
contra Afg7y 48 horas después fueron tratados o no con etopoésido 120 um durante 2 h, tras lo cual
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se permitio la reparacion del DNA por 5 h. A. Andlisis de WB para verificar el silenciamiento de Atg7.
La B-actina fue utilizada como control de carga. B y C. Las graficas muestran la distribucion del
porcentaje de células con protrusiones nucleares (B) o bien con MiNu (C). Para cada experimento se
contaron al menos 50 células y se analizo la sefial de DAPI en las alteraciones, a partir de imagenes
obtenidas por microscopia confocal. Cada punto presenta el porcentaje promedio + una desviacion
estandar. Las diferencias significativas se obtuvieron mediante analisis de ANOVA de dos vias, seguida
de prueba de comparacién multiple de Sidak. Los valores ajustados de P estan indicados para cada
comparacién. D. Se analizaron MEF WT y MEF Atg4b”" para evaluar la abundancia de alteraciones
nucleares. El WB muestra la falta de expresion de ATG4B en los MEF Atg4b”", lo cual ademas propicia
una acumulacién de la proteina p62/SQSTM1 y una falta de lipidacion de la proteina LC3-B
confirmando la deficiencia en la formacién de autofagosomas. E y F muestran las gréficas del
porcentaje de células con protrusiones nucleares (E) y con MiNu (F). Para cada experimento se
contaron al menos 140 células, mediante la deteccion de la sefial de DAPI en imagenes de microscopia
confocal. La distribucién de los datos de tres experimentos independientes se presenta en las graficas
como promedio + desviacion estandar. Las diferencias significativas se obtuvieron mediante analisis
de ANOVA de dos vias, seguida de prueba de comparacion multiple de Sidak. Los valores ajustados
de P estan indicados para cada comparacion.

En resumen, la deteccion de alteraciones nucleares con marcadores de distintas
etapas de la via autofagica, es indicativa del posible involucramiento de la
nucleofagia en la eliminacion de material nuclear alterado. Ademas, la tendencia a la
reduccion en la frecuencia de protrusiones nucleares en células deficientes en
autofagia (por silenciamiento de A¢g7 o por la carencia de ATG4B), podria deberse a
que la maquinaria autofagica contribuye al proceso de expulsion del material nuclear
hacia el citoplasma, mediante la formacién de protrusiones nucleares. Sin embargo,
la formacion de MiNu, en el contexto de deficiencia en la autofagia, no se ve
afectada, lo cual puede implicar mecanismos distintos a la formacion de protrusiones
nucleares para la expulsion del material al citoplasma. Sin embargo, parece que la
eliminacion de MiNu si depende de la maquinaria de la autofagia, ya que aumentan
de manera estadisticamente significativa en ausencia de ATG4B. Asi, la deficiencia de
la autofagia también conduce a la acumulacion de material nuclear en el citoplasma
en forma de MiNu.
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6.4 La nucleofagia elimina complejos de corte de topoisomerasa II y
componentes nucleolares.

Considerando el involucramiento de la nucleofagia en la degradacion de material
nuclear durante el estrés genotoxico, procedimos a identificar posibles blancos de
esta via de degradacion. Dado que el etopdsido propicia la estabilidad y persistencia
de los complejos de corte formados por la TOP2 y el DNA (Top2cc por sus siglas en
inglés) (Vann et al, 2021), se contemplé a estos complejos como blancos de
degradacion de la nucleofagia. En trabajos previos se ha establecido que los
complejos Top2cc son removidos principalmente mediante dos mecanismos. En uno
de los mecanismos se requiere una digestion proteolitica mediada por el
proteosoma o bien mediante metaloproteasas, tras lo cual actua la fosfodiesterasa
TDP2 para hidrolizar el enlace entre el DNA y la TOP2 (Atkin et al., 2019). El otro
mecanismo involucra la actividad nucleasa de MRE11, para generar cortes en el DNA
adyacente que libera los segmentos en los que se encuentra el aducto de DNA con
la topoisomerasa (Atkin et al., 2019; Riccio et al., 2020). Sin embargo, en el presente
trabajo se plantea la posibilidad de que la nucleofagia también contribuya a la
eliminacion de estos complejos TOP2cc para hacer mas robusta la proteccion del
genoma y evitar una inestabilidad nuclear. Nuevamente, mediante el analisis de
imagenes de microscopia confocal para inmunofluorescencias, se detectaron MiNu
y protuberancias nucleares con Topoisomerasas 2B y 2a. (TOP2B y TOP2A, figuras
15A y 15B) tanto en células tratadas como no tratadas con etopdsido, con una
tendencia a incrementar en las fases de dafio y reparacion. Un promedio de 53.0 +
3.1% de las alteraciones nucleares obtenidas en células no tratadas, presentan marca
positiva para la TOP2A. Este porcentaje alcanza 56.0 + 2.1% a las dos horas de dafo
y 59.0 £ 4.6% a las 5 h de reparacion (figura 15C). Se obtuvieron porcentajes muy
similares para las alteraciones nucleares con marca positiva para la TOP2B (figura
15D), de modo que en células no tratadas con etoposido se obtuvo 41.0 £1.0 % de
alteraciones nucleares con TOP2B. Este porcentaje alcanza el 50.0 + 5.5% en células
alas 2h de dafio y 58.0 + 7.2 % a las 5h de reparacién. Ademas, como se muestra en
las figuras 15A y 15B, se observan alteraciones nucleares con TOP2 y con las
proteinas LC3 y BECN1. Incluso, una proporcién importante de las alteraciones que
contienen TOP2B, también contienen a la proteina BECN1 (figura 15E). Asi, el 78.0 =
2.9% de las alteraciones nucleares observadas en células no tratadas con etoposido,
mostraron contener simultaneamente a la TOP2B y a BECN1. Este porcentaje de

61



alteraciones con ambas proteinas es de 70.0 £ 3.4% a las 2 h de dafioy 63.0 + 4.3%
a las 5 h de reparacion. Vale la pena resaltar que observamos un puente de uniéon
entre el nicleo y un micronucleo, donde pudimos observar tanto a BENC1 como a
TOP2B, sugiriendo que la interaccién entre ambas proteinas podria guiar la salida de
TOP2cc del nucleo (Figura 15B).
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Figura 15. Los complejos TOP2cc son blanco de eliminacion por nucleofagia. A. La presencia de
la TOP2A fue detectada en MiNu que también colocalizan con la proteina GFP-LC3. Imagenes
representativas de MEF transgénicos que expresan GFP-LC3 y tratados con 120 uM de etopdsido
durante 2 horas. La barra de escala representa 20 um. B. La presencia de la TOP2B fue detectada en
MiNu, en los que también colocaliza la proteina BECN1. Imagenes representativas de MEF silvestres
tratados con 120 uM de etopdsido durante 2 horas. La barra de escala representa 20 um. La flecha
amarilla sefiala a un puente nuclear formado entre el nlcleo principal de la célula y una protrusion
nuclear. C. Porcentaje de células no tratadas, en fase de dafio (2h D) o reparacién (5h R) con
alteraciones nucleares que contienen DNA y TOP2A. Se presentan barras con el promedio + SD para
tres experimentos independientes en los que se contaron al menos 50 células por experimento. Se
calculd la significancia estadistica mediante ANOVA de dos vias seguida de prueba de comparacion
multiple de Dunnet. Se muestran los valores ajustados de P para cada comparacién. D y E. Grafica
para el porcentaje de células con alteraciones nucleares que contienen DNA y TOP2B (en D) o bien
DNA, TOP2B y BECN1 (en E). Las cuantificaciones de cada experimento se realizaron contando al
menos 50 células en las que se analizé la sefial de DAPI en las alteraciones nucleares colocalizando
con las proteinas correspondientes. Se presentan barras con el promedio + desviacién estandar para
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tres experimentos independientes. Se calculd la significancia estadistica mediante ANOVA de dos vias
seguida de prueba de comparacion multiple de Dunnet. Se muestran los valores ajustados de P para
cada comparacion.

Para mayor solidez de estos hallazgos, con asesoria del Dr. Adan Guerrero del
Laboratorio Nacional de Microscopia Avanzada, corroboramos la presencia de las
proteinas mediante microscopia de superresolucién como se observa en la figura
16A.

Para corroborar la degradacion autofagica de TOP2B, se analizé su presencia en
autofagosomas por microscopia electrénica de transmisidon, identificando
simultaneamente a LC3 y a TOP2B con anticuerpos secundarios acoplados a
particulas de oro. Como se muestra en la figura 16B, encontramos a TOP2B rodeado
por LC3, e incluso las observamos en transito saliendo del nucleo. Este analisis se
hizo con apoyo del Dr. Horacio Merchant del Instituto de Investigaciones Biomédicas
de la UNAM.

En conjunto, estas observaciones apuntan a que las lesiones nucleares que contienen
complejos TOP2cc (DNA y TOP2B) son eliminados mediante nucleofagia.
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Figura 16. Las alteraciones nucleares que portan TOP2B se asocian con la maquinaria autofagica
durante su formacion y expulsion. A. Imagenes obtenidas mediante microscopia de
superresolucion para MEF silvestres en fase de reparacion (5h R). Se observa un microntcleo con DNA
y TOP2B (complejo TOP2cc) en asociacidn con la proteina autofdgica BECN1. La seccion amplificada
en el recuadro amarillo es para el empalme de canales. La barra de escala representa 15 um en la
imagen para DAPI y 5 um en el recuadro amplificado. B. Micrografia electrénica para la deteccién de
LC3 y TOP2B mediante inmunogold. Los recuadros b, cy e corresponden a las amplificaciones de las
secciones indicadas en a y d. Las flechas verdes corresponden a las particulas de oro de 15 nm para
TOP2B y las flechas rojas apuntan a particulas de oro de 25 nm para LC3.

El nucleolo es considerado un organelo sin membranas, ya que tiene una densidad
muy alta de proteinas y acidos nucleicos. Esto limita el acceso de la maquinaria de
reparacion (Korsholm et al., 2020). Dado que ahi se encuentra el DNA ribosomal,
mantener su integridad podria requerir procesos alternativos de reparacién. En este
trabajo planteamos que los componentes nucleolares también pueden ser blancos
de degradacién por nucleofagia en condiciones de estrés genotdxico agudo. Este
planteamiento lo consideramos también, tomando como referencia que el nucléolo
es una estructura susceptible a distintos tipos de estrés, que propician la
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acumulacién de proteinas en esta subestructura nuclear (Latonen, 2011). Ademas, se
ha reportado que las células de teratocarcinoma que sobreviven a una exposicion
prolongada a etopdsido, experimentan una fase crénica en la que se forman
agregados proteicos en el nucléolo, denominados agresomas, los cuales son
expulsados al citoplasma donde son rodeados por proteinas de la maquinaria
autofagica (Salmina et al., 2017).

Se identificd la presencia de la proteina Fibrilarina (FBL), que es componente del
nucléolo, en alteraciones nucleares (figuras 17A). Como se observa en la figura 17B,
se encontrd que solo el 5.9+ 5.0% de las alteraciones nucleares observadas en células
no tratadas con etoposido poseen FBL. En la etapa de dafio a las 2h, este porcentaje
de alteraciones nucleares con FBL apenas increment6 a 6.8 + 4.0% y alcanzo 7.7
+6.1% a las 5h de reparacion.

Por otro lado, de las alteraciones que contienen el componente nucleolar FBL, hasta
el 72.0 = 3.6% de éstas, también contiene a la proteina de la maquinaria autofagica
LC3 (figuras 17B y 17C) en células no tratadas con etopdsido. Igualmente, en la etapa
de dafio (2hD), el 65.7 £2.0% y hasta 90.3% + 6.4% de las alteraciones con FBL,
también contienen la proteina LC3.

Estos hallazgos también se confirmaron analizando imagenes obtenidas por
microscopia de superresolucion, las cuales ademas nos permitieron identificar la
presencia de componentes de la [amina nuclear rodeando al componente nucleolar
en expulsion (figura 17D).
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Figura 17. El nucléolo es blanco de degradacion nucleofagica. A Imagenes obtenidas por
microscopia confocal para MEF transgénicos que expresan GFP-LC3 y tratados con etopdsido durante
2 h. La flecha naranja sefiala un microntcleo positivo para FBL (componente nucleolar), para la LAmina
A/C y para GFP-LC3. La barra de escala representa 20 um B y C. Cuantificacion de alteraciones
nucleares que contienen a la proteina nucleolar FBL (en B) y FBL colocalizando con GFP-LC3 (en C).
Se presentan el promedio de alteraciones nucleares con las proteinas indicadas + desviacion estandar
para células no tratadas, o en fase de dafo (2h D) y de reparacion (5h R). Por cada uno de los cinco
experimentos evaluados, se contaron al menos 50 células en las que se analiz6 la sefial de DAPI en
alteraciones nucleares en imagenes obtenidas por microscopia confocal. La significancia estadistica
se determin6 mediante ANOVA de dos vias, seguida por prueba de comparacion multiple de Dunnet.
Se indican los valores ajustados de P para cada comparacién con las células control. D. Imagenes
obtenidas mediante microscopia de superresolucién para MEF transgénicos que expresan GFP-LC3
en fase de dafo (2h D). Se observa la presencia de la FBL en un micronucleo rodeado por GFP-LC3 y
Lamina A/C. La barra de escala representa 5 um.

Nuevamente, se identific6 que ademas de alteraciones nucleares con FBL y LC3,
también se generan alteraciones nucleares que contienen a la proteina BECN1
(Figura 18A). Ademas, se evalud la posible interaccion del componente nucleolar FBL
con la proteina BECN1 por inmunoprecipitacion. Como se muestra en las figuras 18B
encontramos que BECN1 si interactia con FBL.
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Figura 18. Interaccion de la maquinaria autofagica con los componentes nucleolares en
alteraciones nucleares. A. Imagenes representativas de células en las que se observa la distribucién
de las proteinas FBL y BECN1 en MEF WT no tratadas con etopdsido, que muestran que de manera
basal también se eliminan componentes nucleolares. B. WB para la deteccion de la proteina BECN1 y
FBL a partir de extractos de células obtenidos por inmunoprecipitacién contra la proteina BECN1. Se
utilizé IgG como control de la interaccion especifica entre FBL y BECN1.

En conjunto, estos resultados sugieren que la maquinaria autofagica también
contribuye a promover la salida de componentes nucleolares hacia el citoplasma
para su posterior degradacién en el lisosoma. Sin embargo, dado que no
observamos un aumento en el porcentaje de células con alteraciones nucleares con
FBL en respuesta al tratamiento con etopdsido, es posible que el mecanismo de
respuesta a DSBs sea diferente en el nucleolo que en el resto del genoma.
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7.- Discusion.

En este trabajo se corroboré que en células de mamifero la induccién de la autofagia
es parte de la respuesta de dafio ante las rupturas de doble cadena en el DNA.
Ademas, se observé que la inhibicion de la autofagia empleando el compuesto
guimico Spautin-1, afecta la eficiencia del proceso de reparacion del DNA. En este
caso el genoma es reparado, sin embargo, se observé una persistencia transitoria de
las rupturas inducidas con el etoposido, lo que coincide con lo reportado por otros
grupos que también detectaron persistencia de dafio en el DNA inducido en células
deficientes en autofagia (Bae & Guan, 2011).

Dado que distintos tipos de estrés propician la activacion de la autofagia (Ambrosio
& Majello, 2020a; Klionsky, Petroni, et al., 2021; Papandreou & Tavernarakis, 2021;
Rogov et al., 2014), los resultados descritos aqui sugieren que, en el contexto del
dafno al DNA, la autofagia también contribuye a contender con el estrés genotoxico.
Son distintas las formas en las que se ha observado contribucion de la autofagia a la
resolucion del estrés genotoxico. Por un lado, la induccidn de autofagia propicia la
elevacion de los niveles de algunas proteinas necesarias para los procesos de
reparacion, ya sea mediante recombinacion homologa (HR) o bien reparacion
mediante union de extremos no homologos (NHEJ). Particularmente para el presente
trabajo se consideran las observaciones experimentales relacionadas a la
participacion de la via autofagica en el proceso de degradacion de material nuclear
que es expulsado al citoplasma en forma de MiNu, proceso que se ha denominado
como NUCLEOFAGIA.

Como ya se ha mencionado, la nucleofagia ha sido estudiada principalmente en
células cancerosas, por lo cual, lo reportado en el presente trabajo resalta que la
nucleofagia también ocurre en células no tumorales, poniendo de manifiesto que la
nucleofagia es un mecanismo general de respuesta ante el estrés genotoxico.

Ahora bien, aun falta seguir explorando el mecanismo por el cual, el material nuclear
es expulsado al citoplasma. Son relevantes las observaciones en células tumorales
de que algunas proteinas de la maquinaria autofagica como ULK1, ATG5, ATG7,
BECN1, LC3, asi como la proteina adaptadora p62/SQSTM1, tienen la capacidad de
translocarse al interior del nucleo, bajo distintas circunstancias (R. Huang et al,, 2015;
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Joshi et al., 2016; Lee et al.,, 2012; Liang et al., 2001; Maskey et al., 2013). Dentro del
nucleo, LC3 interactda con las proteinas de la envoltura nuclear, la lamina A/C y
ldmina B1, asi como con la cromatina asociada a la lamina nuclear. En condiciones
de dafo al DNA, esta interaccion con LC3 promueve la translocacion de estos
componentes nucleares al citoplasma para su degradacién por via autofagica, lo cual
se propone como un mecanismo supresor de tumores (Dou et al., 2015; Lenain et al.,
2015; Park et al., 2009). Estos hechos coinciden con lo observado en nuestro modelo
experimental, ya que logramos identificar a LC3 dentro del ndcleo tanto en células
no tratadas, como en las etapas de dafo y reparacion de células tratadas con
etoposido (figura 12A). Ademas, la presencia de protrusiones nucleares y MiNu con
proteinas de la lamina nuclear, asi como con LC3 y BECN1 nos sugiere que dichas
proteinas de la maquinaria autofagica pueden promover la expulsion de material
nuclear hacia el citoplasma para su posterior degradacion. Esta aseveracion se
fortalece con nuestras observaciones experimentales sobre la disminucion en la
frecuencia de protrusiones nucleares obtenida en MEF en los que se bloquea la
expresion de Atg7 o bien en MEF carentes de ATG4B en comparaciéon con lo
observado en MEF WT.

Por otro lado, también es necesario seguir explorando el mecanismo de formacién
de MiNu y determinar como influye la maquinaria autofagica en dicha formacion. Lo
anterior considerando que nuestros resultados indican que, a diferencia de las
protrusiones nucleares, la falta de expresiéon de Atg4b o de Atg7, propician un
incremento en la formacién de MiNu. Esto puede implicar que la maquinaria
autofagica contribuye a la expulsion controlada de material nuclear dafado al
citoplasma. Al afectar la expresiéon de proteinas autofagicas se favorecen otros
mecanismos de expulsion de material nuclear en forma de MiNu.

Respecto a la caracterizacion del material nuclear expulsado al citoplasma y asociado
con los marcadores autofagicos, se ha detectado DNA, asi como marcadores de dafio
como la histona yH2AX, y otros componentes diversos que pueden variar
dependiendo del mecanismo por el cual propicia su expulsion. Al respecto de la
degradacion de MiNu por nucleofagia, la lamina B1, lamina A/C, y la proteina
nucleolar FBL, destacan como blancos de degradacion por esta via en condiciones
de estrés genotoxico (Lenain et al, 2015; Rello-Varona et al., 2012; Salmina et al.,
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2017). Algunos otros componentes sugeridos como blancos de nucleofagia, son las
histonas H2B y H3 (Ivanov et al., 2013; Rello-Varona et al., 2012), asi como las
proteinas RAD51 y RAD52 que participan en la reparacion del DNA (J. Erenpreisa et
al, 2011). De manera relevante, lo reportado en el presente trabajo, por un lado,
ratifica la degradacién de material nucleolar con FBL mediante nucleofagia, no solo
en etapas cronicas de estrés genotodxico, sino también en etapas tempranas de estas
condiciones. Ademas, aqui se reporta por primera vez la degradacion de TOP2
mediante nucleofagia.

Particularmente en el modelo de dafio con etopdsido presentado aqui, se propicio
una cantidad masiva de rupturas de doble cadena en el DNA, como lo sugiere la
intensa sefal observada para la histona H2AX. Considerando que el etopdsido afecta
directamente a las TOP2, lo anterior se traduce en la generacion de una gran
cantidad de posibles complejos TOP2cc. A su vez, esto podria implicar que los
sistemas descritos para la remocion de estos complejos TOP2cc, se vean superados
en capacidad. De este modo, la nucleofagia podria funcionar como sistema de
soporte para eliminar los complejos TOP2cc. En apoyo de este planteamiento,
destaca la asociaciéon entre la proteina BECN1 y las TOP2 durante el estrés
genotoxico. Dicha interaccidn es necesaria para una reparacion eficiente del DNA (F.
Xu et al., 2017). Al respecto no se ha reportado mas informacion sobre la funcion de
BECN1 ni del complejo TOP2-BECN1 en la regulacion del proceso de reparacion. Sin
embargo, esta interaccion podria implicar que BECN1 facilite la translocacién de los
complejos TOP2cc hacia el citoplasma para su degradacién, como lo sugieren las
observaciones experimentales aqui presentadas (figuras 15 y 16). También destaca
que en el mecanismo de remocién de los complejos TOP2cc que involucra la
actividad nucleasa de MRE11, se corta el DNA liberando el aducto completo de
topoisomerasa-DNA. De este modo la remocion simultanea de multiples aductos de
este tipo puede propiciar su acumulacion, lo que podria requerir de la nucleofagia
para su eliminacién, como sugieren las observaciones presentadas aqui ante la
induccién masiva de rupturas de doble cadena en el DNA por efecto del etopdsido.
En este mismo sentido, la reduccion de los niveles de la TOP2A se ha observado en
células sometidas a condiciones de falta de glucosa (Alchanati et al., 2009), que es
una condicién inductora de autofagia (Karabiyik et al., 2021). Esto sustenta la
posibilidad de que la maquinaria autofagica puede interactuar con las TOP2 para
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dirigirlas a los autofagosomas para degradacion, implicando que incluso podrian ir
en forma de aductos con el DNA, lo cual concuerda con las observaciones
representadas en las figuras 15y 16 donde se detecté la presencia de DNA y TOP2
en las alteraciones nucleares que ademas también poseen proteinas de la maquinaria

autofagica como BECN1 y LC3.

Ademas, tanto la generacion de complejos TOP2cc, su resolucion y la reparacion del
DNA involucran la acumulacion de una gran cantidad de moléculas reclutadas al
nucleo en forma simultanea. Estas condiciones son favorables para la formacién de
agregados proteicos, que incluso puede agravarse por la insuficiencia en la
capacidad de los proteosomas nucleares para la eliminacion de algunas proteinas
que ya no son necesarias (Johnston & Samant, 2021; Latonen, 2011). Las condiciones
de estrés, entre ellas el estrés genotoxico, son promotoras de la agregacion de
proteinas dentro del nucleo (Salmina et al., 2017). A estos agregados se les denomina
agresomas y aunque son considerados como un mecanismo para regular la actividad
de proteinas mediante inmovilizacion temporal, también representan un obstaculo
para la funcion de las estructuras nucleares afectadas (Latonen, 2019). Diversos
reportes experimentales describen al nucléolo, como el sitio donde se forman
agresomas (Latonen, 2011). Al respecto, se ha reportado que en células de
teratocarcinoma de ovario que sobreviven a un estrés genotoxico prolongado por
exposicion a etoposido, desarrollan agresomas nucleolares. Al bloquear la actividad
del proteasoma, la frecuencia de formacion de agresomas se incrementa.
Posteriormente, los agresomas son expulsados del nlcleo hacia el citoplasma donde
son rodeados por la maquinaria autofagica para su posterior degradacion (Salmina
et al, 2017). En el citoplasma, la autofagia es un mecanismo que elimina los
agregados proteicos anomalos (W. Chen et al.,, 2021; Johnston & Samant, 2021). Por
lo anterior, estos hechos son indicativos del papel de la nucleofagia como sistema
de soporte ante situaciones que afectan o sobrepasan la capacidad del proteasoma,
asi como para eliminar agregados proteicos anémalos. Por ello, los resultados aqui
presentados apoyan a que esta funcidn de la nucleofagia, también opera en las fases
agudas del estrés genotoxico.

Es importante destacar las observaciones de nucleofagia en células que no fueron
sometidas al estrés genotdxico por efecto del etopdsido. Esto implica que la
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nucleofagia puede operar continuamente como mecanismo de contencion de otros
tipos de dafo gendmico distintos a las DSB. De igual modo nuestros resultados
apuntan a la posibilidad de que la nucleofagia ocurra en diferentes contextos en los
gue el genoma de las células sea alterado ya sea por factores exdgenos o enddgenos.
Incluso la nucleofagia podria participar degradando material nuclear anémalo
durante la induccion programada de dafio al DNA, como en los casos descritos para
la recombinacién del genoma de las células del sistema inmune o durante la
recombinacion de genes necesaria para la activaciéon neuronal o incluso como parte
del control de la expresiéon de genes durante la neurogénesis (Aleksandrov et al,
2020; Alt et al.,, 2017; Madabhushi et al., 2015).
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8.- Conclusiones.

Como se plantea en la figura 19, como consecuencia del estrés genotdxico inducido
por el etopdsido, se genera la acumulacion de una gran cantidad de macromoléculas
dentro del nucleo. En primer lugar, las multiples rupturas de doble cadena en el DNA
implican la presencia de multiples complejos de corte TOP2cc acumulados.
Asimismo, los distintos procesos dentro del nucleo, incluidos el de reparacion del
DNA'y el de remocion de los complejos TOP2cc también implica el reclutamiento de
otro numero considerable de complejos moleculares. Aunado a esto, la capacidad
limitada de las proteasomas nucleares para degradar macromoléculas de gran
tamafo, asi como de agregados proteicos, implican que al menos temporalmente,
se genera un estrés dentro del ndcleo por la presencia de numerosas moléculas que
propician la generacion de agresomas en el nucleolo. Esta acumulacion masiva de
macromoléculas y las multiples lesiones en el DNA afectan a la estructura nuclear,
propiciando la expulsion de material nuclear hacia el citoplasma, incluyendo a los
complejos TOP2cc y a los agresomas. En este proceso, las proteinas de la maquinaria
autofagica que residen en el nucleo, contribuyen a la extrusion del material nuclear
conduciéndolo posteriormente para su degradacién en el lisosoma. Esto implica una
funcion adicional de la autofagia inducida por la respuesta de dafio al DNA. Nuestros
resultados muestran que no solo ocurre en células tumorales, lo cual representa un
mecanismo general de supervivencia, mediante la eliminacion de factores que
atentan contra la estabilidad del genoma. Finalmente, la nucleofagia resulta ser un
proceso activo de forma basal que contribuye a la eliminacién de diferentes
alteraciones gendmicas, cuya accion se incrementa ante situaciones de estrés
genotdxico intenso. Estos hallazgos resaltan la importancia de caracterizar con
mayor detalle los procesos de induccion de la nucleofagia y sus consecuencias en la
fisiologia celular bajo distintos contextos.
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Figura 19. La nucleofagia como mecanismo de soporte para la eliminacién de material nuclear
daiado. Un intenso dafio en el DNA altera la fisiologia celular, principalmente dentro del nicleo. Esto
puede saturar la capacidad de otros sistemas que participan en el mantenimiento de la proteostasis,
lo que puede a su vez conducir a la acumulacién de macromoléculas que formen agregados. Estos
agregados afectan la estructura nuclear propiciando la expulsién de material nuclear hacia el
citoplasma. Este proceso de expulsién es facilitado por la maquinaria autofagica que permite regular
la disposicion final de estos componentes, dirigiéndolos al lisosoma para su eliminacién.
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9.- Perspectivas.

Continuar la caracterizacién de los complejos TOP2cc como blanco de degradacion
de nucleofagia, incluyendo su busqueda en otros modelos celulares, principalmente
en células tumorales y sobre todo en células humanas. De confirmarse lo anterior, se
contribuye a obtener mayor detalle sobre posibles mecanismos de resistencia a
tratamientos contra el cancer e incluso podrian mejorarse los esquemas actuales de
tratamiento.

Al respecto, adicional a los resultados obtenidos en MEF, ya se han establecido los
esquemas de tratamiento con etoposido para la linea celular de melanoma murino
(linea celular B16F10) y para la linea celular humana derivada de carcinoma pulmonar
(linea celular A549). En ambos casos, se han establecido las condiciones para la
deteccion por inmunofluorescencia de proteinas nucleares, marcador de dafo al
DNA y proteinas de la maquinaria autofagica (Figura 20A y 20B). Incluso en células
B16F10 fue posible detectar la presencia de protrusiones nucleares con DNA dafiado
y con la proteina LC3 (figura 20A), lo cual indica que al igual que en los MEF, la
maquinaria autofagica puede acompanfar la salida de material nuclear dafiado hacia
el citoplasma, para posteriormente dirigirlo a degradacién al lisosoma.

A DAPI YH2AX LC3

2hD||||||||||||||||| |||||||||||IIIIII| ||||||||||||||||||

Figura 20. Daiio al DNA y activacion de autofagia en células tumorales. Imagenes obtenidas por microscopia
confocal representativas de células B16F10 (en A) y A549 (en B) sometidas a tratamiento con etopdsido durante
2h (2hD) y donde se detecta la presencia de la histona yH2AX (indicativa de la presencia de rupturas de doble

2hD

B16F10

A549
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cande en el DNA), asi como de LC3 (que se incorpora a la membrana de los autofagosomas). Los nucleos fueron
tefiidos con DAPL Las barras de escala equivalen a 25 pm y 30 um.

Dado que en el nucleolo no solo ocurre la biogénesis de ribosomas, sino que
también suceden reacciones de edicién de algunos RNA mensajeros y es ademas un
reservorio de proteinas que participan en diferentes procesos nucleares incluyendo
la respuesta de dafio al DNA, resulta relevante el seguir caracterizando los
componentes nucleolares que son degradados mediante nucleofagia, tanto en el
contexto del dafio al DNA, como en otros esquemas de estrés celular.

Evaluar el efecto de la inhibicién simultanea de la actividad de proteasoma, asi como
de la autofagia, permitira entender mejor la funcion individual y conjunta de estas
vias de degradacion en el contexto del estrés genotoxico.

Finalmente, la observacion de la ocurrencia directa de la nucleofagia en tejidos, asi
como el seguimiento de este proceso en tiempo real fortalecera la evidencia de que
la nucleofagia contribuye a contender con el estrés genotoxico
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11.- Anexos.

11.1. Tabla 1. Lista de anticuerpos empleados.

Anticuerpos primarios

Nidmero . Solucion
Anticuerpo de Marca Dilucion para
. empleada s
catalogo dilucion
mouse anit-gamma-H2AX ab26350 ABCAM Cambridge, IF: 1:1000 1
MA, USA WB: 1:1000 3
mouse anti-Lamin A/C «c-376248 SANTA CRUZ IF: 1:1000 1
BIOTECHNOLOGY WB: 1:1000 3
rabbit anti-Lamin BT ab16048 ABCAM Cambridge, IF: 1:1000 1
MA, USA WB: 1:1000 2
rabbit anti-LC3 57755 Cell Signalling, WB: 1:1000 3
Beverly, MA, USA
rabbit anti-LC3 IF: 1:500 1
PDO14 MBL, Nagoya, Japan 1G: 1500 3
rabbit anti-Beclin1 11427 SANTA CRUZ IF: 1:100 1
BIOTECHNOLOGY WB: 1:100 3
mouse anti-TOP2A «c-365916 SANTA CRUZ IF: 1:100 1
BIOTECHNOLOGY WB 1:100 3
mouse anti-TOP2B «c-25330 SANTA CRUZ IF: 1:100 1
BIOTECHNOLOGY WB: 1:100 3
rabbit anti-Fibrillarin ab5821 ABCAM Cambridge, IF: 1:1000 1
MA, USA WB: 1:1000 3
rabbit anti-BActin 8432 SANTA CRUZ WB: 1:10,000 3
BIOTECHNOLOGY
mouse anti-a-Tubulin 3873 Cell Signalling, WB: 1:10,000 3
Beverly, MA, USA
Anticuerpos secundarios para inmunofluorescencia
Goat anti-mouse IgG (H+L) A11032 1:500 1
Alexa Fluor A594
Goat anti-rabbit IgG (H+L) A11037 1:500 1
Alexa Fluor A594 LIFE TECHNOLOGIES,
Goat anti-mouse IgG (H+L) A11029 Oregon, USA. 1:500 1
Alexa Fluor A488
Goat anti-rabbit IgG (H+L) A11029 1:500 1
Alexa Fluor A488
Anticuerpos secundarios para WB
IRDye® 680RD goat anti- WB: 1:5000 3
rabbit 92568071 |1 OR Lincoln, NE
.ngj/i@ 800CW goat anti- 925-32210 USA WB: 1:5000 3

Anticuerpos secundarios para inmunogold
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donkey anti-rabbit IgG 1:20 4
(H&L) conjugated to 25-nm 25708

gold particles Aurion, Electron

Microscopy

Science, PA, USA 1:20 4

donkey anti-mouse IgG
(H&L) conjugated to 15-nm 25817

gold particles

Soluciones para dilucion de anticuerpos:

1.- BSA al 2% en PBS

2.- Leche al 3% en TBST

3.- BSA 5% en TBST

4.- Glicina 25 mM, Tween 20 al 0.005% y tritén X-100 al 0.01%. Diluyente: PBS.
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Nucleophagy contributes to genome stability through degradation
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B and nucleolar components
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ABSTRACT

The nuclear architecture of mammalian cells can be altered as a
consequence of anomalous accumulation of nuclear proteins or
genomic alterations. Most of the knowledge about nuclear dynamics
comes from studies on cancerous cells. How nommal healthy cells
maintain genome stability, avoiding accumulation of nuclear
damaged material, is less understood. Here, we describe that
primary mouse embryonic fibroblasts develop a basal level of
nuclear buds and micronuclei, which increase after etoposide-
induced DNA double-stranded breaks. Both basal and induced
nuclear buds and micronuclei colocalize with the autophagic proteins
BECN1 and LC3B (also known as MAP1LC3B) and with acidic
vesicles, suggesting their clearance by nucleophagy. Some of the
nuclear alterations also contain autophagic proteins and type Il DNA
topoisomerases (TOP2A and TOP2B), or the nucleolar protein
fibrillarin, implying they are also targets of nucleophagy. We
propose that basal nucleophagy contfributes to genome and nuclear
stability, as well as in response to DNA damage.

KEY WORDS: Mammalian nucleophagy, Autophagy, DNA damage,
Nucleolus, Micronuclei

INTRODUCTION

Genome stability is essential for the proper function of the cells,
Genome instability is also a common feature of several pathologies
primary affecting the nervous, immune and reproductive systems,
and it also contributes to neurodevelopmental disorders,
neurodegeneration, cancer development and premature aging
(Ciccia and Elledge, 2010). From early in the developmental
process of organisms, DNA is under constant endogenous
challenges, for example when local abundant cell proliferation
leads to DNA replication stress. It has been uncovered recently
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that cells produce DNA breaks as a physiological mechanism.
For example, in response to TGFBl-induced epithelial-to-
mesenchymal transition (Dobersch et al., 2021; Singh et al.,
2015), as well as in active neurons (Madabhushi et al., 2015), DNA
double-strand breaks (DSBs) facilitate chromatin opening to
initiate transcription of early-response genes. Another source of
physiological DSBs is the active recombination that occurs during
differentiation of B and T immune cells to produce multiple
antibodies and receptors, respectively (Schatz and Ji, 2011).
Interestingly, in primary neural stem and progenitor cells, a set of
genes related to neuronal function are targets of active DSBs,
suggesting that a recombination event similar to that seen in immune
system development also occurs in the nervous system (Alt et al.,
2017). These active DSBs and their repair could provide a
mechanistic explanation for the mosaic nature of the mammalian
brain recently described, pointing out that such genome dynamics
processes also exist in post-mitotic cells (Rohrback et al., 2018).
Additionally, there are exogenous challenges to DNA integrity,
such as DNA chemical modifications and DNA breaks caused by
reactive oxygen species derived from normal cell metabolism.
Exogenous sources of reactive oxygen species come from radiation
and chemicals, giving rise to multiple types of DNA modifications.
Therefore, DNA integrity needs to be constantly monitored and
repaired. Eukaryotic cells have developed a network of intracellular
pathways that sense DNA damage, signal to coordinate a cellular
response and repair damaged DNA, collectively known as the DNA
damage response (DDR). An example of a DNA lesion sensor is
ATM kinase, which phosphorylates mediator proteins, such as
histone variant H2AX (with the phosphorylated form known as
yH2AX) (Ciccia and Elledge, 2010). yH2AX is phosphorylated
at serine 139 (Rogakou et al., 1998) at sites nearby to DSBs, which
in turn initiates a cascade of DNA repair factor assembly (Ciccia and
Elledge, 2010).

The DDR regulates the recruitment of DNA repair molecules
suitable to repair particular types of DNA damage. A defective
DDR leads to genomic instability manifested either as minor
chromosomal alterations or as pronounced chromosomal
rearrangements (Langie et al., 2015). Owing to the repetitive
nature of ribosomal DNA present in the nucleolus, and its active
transcription, this genomic region is especially susceptible to
instability. Hence, chromosomal rearrangements of ribosomal DNA
is frequently observed in tumor cells (Korsholm et al., 2020).
Accumulation of genomic alterations canaffect the nuclear
structure, eliciting the extrusion of nuclear content into the
cytoplasm, forming nuclear buds and micronuclei. The latter are
fragments of chromosomes or whole chromosomes surrounded by
nuclear envelope (Fenech et al., 201 1; Kisurina-Evgenieva et al.,
2016; Rao et al., 2008). The presence of micronuclei contributes to
malignant cell transformation (Hintzsche et al., 2017). Itis essential
to remove micronuclei before their nuclear envelope is damaged,
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since micronuclear envelope rupture causes gain or loss of
genetic material and chromothripsis (extensive chromosome
rearrangements  confined to one or few chromosomes).
Micronuclear envelope rupture also leads to DNA exposure to the
cytoplasm, activating the cyclic GMP-AMP synthase (cGAS)-
STING pathway, which triggers the innate immune response
inducing inflammation (Kwon et al., 2020). In senescent cells,
fragments of chromatin containing damaged DNA are expelled
from nuclei into the cytoplasm free of nuclear envelope, and are
called cytoplasmic chromatin fragments (Ivanov et al., 2013).
Cytoplasmic chromatin fragments also trigger inflammation by the
activation of the cGAS-STING pathway (Dou et al., 2017).

Gene transcription, replication, recombination etc. generate DNA
entanglements (coiling and winding of the DNA double helix),
which are resolved by DNA topoisomerases. Among them, type II
topoisomerases (TOP2; TOP2A and TOP2B in mammals) catalyze
the resolution of DNA entanglements by creating transient DNA
DSBs that allow topological changes. During this process, TOP2
binds covalently to the 5’ end in the broken DNA forming a
transitory intermediate cleavage complex (TOP2cc). Etoposide is a
topoisomerase poison that stabilizes TOP2cc by misaligning DNA
ends. This action prevents re-ligation, which results in trapping of
TOP2 on DNA termini, generating cytotoxic protein-linked DNA
breaks that cells need to eliminate to avoid genome instability
(Ashour et al., 2015; Austin et al., 2018).

In mammals, specifically in cancer cell lines, macroautophagy
(hereafter autophagy) is activated by genotoxic stress (Chen et al.,
2015) and contributes to the removal of extruded nuclear material
(Erenpreisa et al., 2011; Rello-Varona et al., 2012; Zhao et al.,
2021). Cytoplasmic chromatin fragments in senescent cells are also
removed by autophagy (Ivanov etal., 2013). In autophagy-deficient
cells, chromosomal abnormalities and deficiencies in DNA damage
repair occur (Bae and Guan, 2011; Chicote et al., 2020). Hence,
autophagy seems to be protective of the genome, as the activation of
different DNA repair pathways triggers autophagy, contributing to
resolution of genomic instability (Eliopoulos et al., 2016). The
degradation of nuclear components by the autophagic machinery is
coined nucleophagy. Recently, the cGAS protein has been proposed
to function as a nucleophagy receptor (Zhao et al., 2021).

In this work, we hypothesized that nucleophagy could be a
mechanism to maintain nuclear and genome integrity in normal
(noncancerous) cells, in response to DNA-damaging agents. We
found that primary mouse embryonic fibroblasts (MEFs) developed
nuclear buds and micronuclei in response to DSB caused by
etoposide. Nuclear alterations contained damaged DNA and
TOP2cc (Austin et al., 2018), as well as nucleolar components
such as the rRNA 2'-O-methyltransferase fibrillarin. These nuclear
alterations were surrounded by the autophagic proteins LC3B (also
known as MAP1LC3B) and BECNI, in proximity with lysosomal
markers, indicative of their potential elimination by nucleophagy.
Inhibition of autophagy reduced the frequency of nuclear buds,
suggesting an active role of the autophagic machinery in their
formation. Surprisingly, we observed that the number of
micronuclei increased in the absence of the autophagic protein
ATG4, supporting the notion that buds and micromuclei have
different mechanisms of formation. Interestingly, we also observed
basal development of nuclear buds and micronuclei in control cells,
which were also surrounded by autophagy machinery. Collectively,
our data show that nucleophagy contributes to preserve nuclear cell
physiology by constantly clearing damaged DNA through nuclear
buds and micronuclei elimination, both at basal levels and in
response to genotoxic stress.

RESULTS

Nuclear buds and micronucleiform in primary fibroblasts and
increase with etoposide-induced DSBs

Given that most of our knowledge about micronuclei formation and
elimination comes from studies with cancerous cells, we aimed to
study micronuclei formation induced by DSBs, which are the most
toxic DNA lesions for cells, in primary cells (Ciccia and Elledge,
2010). Primary MEFs were treated with 120 uM etoposide for 2 hto
cause DSBs that were detectable by a neutral comet assay. Mean
comet tail length increased from a mean 0f39.54+7.594 pm (s.d.) in
untreated cells to 122.8+22.08 pm (mean+s.d.; P<0.0001) after 2 h
of ctoposide treatment. To analyze DNA repair, etoposide was
removed (see Fig. 1A for experimental design). DSBs were
gradually repaired, having shorter comet tails (107.9+8.894 pm,
P<0.0001) at 3 h after etoposide removal, and becoming almost
undetectable after 5 h of recovery (comet tail length 48.33+8.994
pm; P=0.0119). 50 comets were measured in each of three
independent experiments (Fig. 1B; Fig. SIA; raw data are
presented in Table S1). We evaluated the contribution of
autophagy to DNA repair in our model. Spautinl is an autophagy
inhibitor that acts by promoting BECN1 and PI3K-III degradation
(Liu et al., 2011). We treated cells with Spautinl for 12 h before
ctoposide treatment. As can be observed in Fig. 1C, autophagy
inhibition increased the level of DSBs produced after 2h of
etoposide treatment from a mean comet tail length of 89.05
+22.28 pm in etoposide only cells, to 121.4 um (£31.91; P<0.0001)
in Spautinl plus etoposide cells. In cells pre-treated with Spautinl,
DNA repair occurred with a reduction of mean comet tail to 59.77
+8.2 pm, although to a lesser extent that when cells were exposed to
etoposide only (45.44+6.23 pm), remaining statistically different
after 5h of recovery (P=0.005). This observation suggests that
autophagy contributes to DNA stability. We then evaluated DDR
activation by analyzing the recruitment of the DNA damage marker
YH2AX. We observed at 2h of etoposide exposure abundant
yH2AX (a mean+s.d. of 15,002+6223 arbitrary fluorescent units)
compared to untreated control cells (675.3£569.3 arbitrary
fluorescent units; P<0.0001). The level of YH2AX was reduced
after 5h of recovery to 4635+3367 arbitrary fluorescent units
(P<0.0001) (Fig. 1D; Fig. SIB). Cell viability remained >80%
during both DNA damage and repair (Fig. S1C). High levels of
DNA damage leads to deformations of nuclear architecture and
micronuclei formation (Kisurina-Evgenieva et al., 2016;
Medvedeva et al., 2007), and the induction of multiple DSBs
results in the budding of nuclear envelope and micronuclei
formation (Okamoto et al., 2012; Utani et al., 2011). Hence, we
analyzed the nuclear structure of MEFs treated with a sublethal dose
of etoposide. As expected, we found that etoposide-treated cells
bear nuclear protrusions or buds confaining damaged DNA,
identified by yH2AX. Interestingly, we also found nuclear buds
and micronuclei in a subpopulation of control untreated cells
(Fig. 1E). This observation implies that cells normally have a basal
dynamic formation of nuclear buds and micronuclei, which to our
knowledge has not been reported before. Interestingly, although the
frequency of nuclear buds gradually increased after DNA damage
from 15.09+3.19% (mean+s.d.) in untreated cells to 19.43+7.52%
(P=0.3362) after 2h of damage, and then to 28.37£9.06%
(P=0.001) after 5 h of DNA repair, the frequency of micronuclei
also increased after DNA damage from 5.096+2.75% to 9.207
+3.46% (P=0.0492), but diminished upon DNA repair to 5.98
+4.63% (P=0.8309) (Fig. 1F). We observed that the cytoplasmic
damaged DNA was contained within micronuclei, as they were
found surrounded by lamin A/C and lamin B1. In some micronuclei,
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Fig. 1. See next page for legend.

we observed only lamin A/C (Fig. 1G). The reduction in the
frequency of micronuclei once DNA has been repaired suggests that
the onset of buds and micronuclei formation upon DNA damage has
a similar dynamic, but micronuclei are being actively removed
during DNA repair.

Autophagy is necessary for basal and DSB-induced nuclear
bud formation and micronuclei removal in primary fibroblasts
In cancerous cell lines, micronuclei removal is carried out by
nucleophagy (Erenpreisa et al., 2011; Rello-Varona et al., 2012).

We asked whether basal or DNA damage-induced nuclear buds and
micronuclei could also be eliminated by nucleophagy in primary
MEFs.

We followed the distribution of GFP-tagged LC3B (GFP-LC3)
in nuclear alterations and found that 52.3+8.2% (mean+s.d.) of the
nuclear buds and micronuclei contained GFP-LC3 in control cells,
60.3+8.7% after 2 h of DNA damage, and 69.7+17.5% after 5 h of
DNA repair (Fig. 2A,B). We also monitored the intracellular
distribution of BECN 1, another protein required for autophagosome
formation (Zeng et al., 2006). Just as with LC3B, we found that 34.5
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Fig. 1. There is a basal formation of nuclear buds and micronuclei in
primary fibroblasts, which increases with etoposide-mediated
induction of DSBs. (A) Workflow for the DNA damage and repair assay.
MEFs were exposed to 120 pM etoposide for 2 h to damage DNA (2 h D),
then etoposide was removed to allow DNA repair, which was monitored after
1, 3 or 5 h. (B) Quantification of comet tail length (which is proportional to
the number of DSBs) in untreated cells (U), after 2 h of etoposide exposure
(2h D), and after 1 h, 3 h or 5 h of etoposide removal (1h R, 3h R, 5h R,
respectively). Bars represent median at each time point, statistical significant
differences were determined by one-way ANOVA followed by Dunnett's
multiple comparison test; adjusted P-value is indicated for each comparison.
50 comets were measured in each of three independent experiments.
Detailed data are shown in Table S1. (C) Quantification of comet tail length
in untreated cells (U), after 2 h of etoposide exposure (2 h D), and 5 h of
etoposide removal (5 h R), previously treated for 12 h with vehicle (=) or

10 pM Spautini (+). Bars represent median at each time point, siatistical
significant differences were determined by one-way ANOVA followed by
Dunnett's multiple comparison test; adjusted P-value is indicated for each
comparison. 50 comets were measured in each of three independent
experiments. Detailed data are shown in Table S1. (D) DDR followed by the
recruitment of yH2AX in untreated (U), damaged (2 h D) or repaired (5h R)
DNA. Yellow contours indicate the nuclei of cells. Scale bars: 10 pm. The
fluorescence signal was quantified in 48 cells per experiment in three
independent experiments and the meanzs.d. is graphed to the right.
Statistical significant difference was determined by One-way ANOVA
followed by Tukey’s multiple comparison test; adjusted P-value is indicated
for each comparison. Detailed data are shown in Table S1. (E) Nuclear buds
or independent micronuclei were observed by confocal microscopy in
untreated (U), damaged (2 h D) or repaired (5 h R) DNA. DNA damaged
marked with yH2AX (red) was found in both buds and micronuclei, mainly
when cells were treated with etoposide. DNA was stained with DAPI. Scale
bars: 10 pm. (F) Quantification of the percentage of cells with nuclear buds
or micronuclei (MiNu) in untreated (U), damaged (2 h D) or repaired (5h R)
DNA. The meants.d. of nine independent experiments is graphed.
Statistical significant difference was determined by cne-way ANOVA followed
by Dunnett's multiple comparison test; adjusted P-value is indicated for each
comparison. For every experiment (represented as triangles) at least 50 cells
were counted; detailed data are shown in Table S1. (G) Representative
immunoflucrescence images from five independent experiments to detect
lamin A/C (red) and lamin B1 (green) in MEFs treated with etoposide for 2h
(2 h D). Yellow arrowheads show examples of buds containing both lamin
A/C and lamin B1. Red arrowheads show examples of buds containing only
lamin A/C. Scale bar: 30 ym.

+8.3% (meants.d.) of the nuclear buds and micronuclei contained
BECNI inuntreated cells, which increased to 55.7+1.9% after DNA
damage and slightly decreased to 52.9£10.2% after S h of DNA
repair (Fig. 2A,C). We also noticed a nuclear enrichment of both
GFP-LC3 and BECNI (a representative wider field is shown in
Fig. S2), which agrees with previous observations indicating that
autophagy mediates degradation of the nuclear lamina through a
direct interaction between LC3B and lamin B1 in proliferating cells,
and this interaction helps to translocate lamin B 1 into the cytoplasm
for its lysosomal degradation during oncogene-induced senescence
(Dou et al., 2015). We speculated that LC3B could also contribute to
the translocation of nuclear damaged material into the cytoplasm for
autolysosomal degradation in primary cells. We analyzed whether
nuclear buds and micronuclei were associated with autolysosomes.
We found micronuclei containing DNA and LC3B, stained with
Lysotracker™ (Fig. 2A) and for BECN1 (Fig. S2). Interestingly, we
noticed that 22.48% of untreated cells also had nuclear buds and
micronuclei containing LC3B and 20.99% had these containing
BECNI. This observation suggests that there is a basal level of
nuclear dynamics, constantly forming nuclear protrusions and
micronuclei, perhaps to eliminate genomic alterations that are
frequently produced. We confirmed the micronuclei nature of the
cytoplasmic vesicles with DNA and LC3B by detecting lamin A/C

(Fig. 2D). To determine a causal role of the autophagic machinery in
nuclear bud and micronuclei removal, the expression of Aig7, a
member of the ubiquitin-like system required for autophagosome
elongation (Simon et al., 2017), was silenced by specific siRNA
before DNA damage induction. Surprisingly, the percentage
of cells with nuclear buds decreased from them being present in
19.8+4.16% (mean=s.d.) of control cells to 8.543+4.25% in sidtg7
cells. In response to etoposide-induced DSBs, the percentage of
cells containing buds dropped from 26.68+2.56% of control cells to
15.56+1.12% of sidrg7 cells; after 5h of DNA repair a similar
response was observed —the percentage of cells having nuclear buds
were reduced from 38.14+8.22% of control cells to 23.28+5.83% of
sidrg7 cells, as shown in Fig. 2F. Interestingly, we also observed a
small reduction in the percentage of cells with micronuclei
when Atg7 was silenced, although no statistical significant
difference was found. We observed 3.86+£3.46% of cells with
micronuclei in control cells, and 1.82+1.76% in sidtg7 cells. When
DNA was damaged, we found 6.03£3.59% of cells with
micronuclei and 5.25+2.76% of sidig7 cells. After 5h of DNA
repair 4.95+2.77% of cells had micronuclei, and 2.38+1.34% in
sidrg7 cells (Fig. 2F). These results suggest that components of the
autophagy machinery actively induce the formation of nuclear buds
but perhaps does not participate in micronuclei formation to the
same extent. To confirm the contribution of the autophagic
machinery in formation of nuclear alterations and their
elimination, we used Arg4b~~ MEFs, which have deficient
autophagy demonstrated by a lack of LC3B-I conversion to
LC3B-II, and an accumulation of the autophagic receptor p62/
SQSTMI (whichis degraded by autophagy) (Fig. 2G). Whereas the
percentage of control wild-type (WT) MEFs with buds was 17.98
+7.02%, in Atg4h™"~ MEFs it was only 7.89+2.77%. After 2 h of
DNA damage, 24.51+9.83% of control WT MEFs had buds,
whereas just 5.21+1.03% of Arg4h~~ MEFs had buds. And once
DNA was repaired 19.59+2.97% of WT MEFs had buds, whereas
only 7.78+3.68% of Atg4h~"~ MEFs had buds. However, when we
compared the percentage of cells with micronuclei, we found the
opposite, an increase instead of a reduction of micronuclei in the
absence of ATG4. We observed 4.63+2.28% of control WT MEFs
with micronuclei and 8.11=3.39% in control Atg4h~"~ MEFs. After
2 hof DNA damage 5.18+1.28% of WT MEFs had micronuclei and
13.96+4.98% of Atg4h~"~ MEFs had them. And after 5 h of DNA
repair, the percentage of cells with micronuclei was 13+0.88%
of WT MEFs and 11.63+5.21% of Atg4b™~ MEFs (Fig. 2G). A
multiple comparison analysis among time points and treatments is
shown in Fig. S2.

In summary, we found nuclear buds and micronuclei with
markers of different stages of the autophagic pathway, suggesting an
active role of autophagy proteins in buds formation, and basal
micronuclei removal and during DNA damage.

Nucleophagy clears topoisomerase cleavage complex and
nucleolar fibrillarin

Several mechanisms to remove TOP2cc have been observed. For
example, TDP2 hydrolyzes the phosphodiester bond between TOP2
and DNA after partial TOP2 degradation. In an alternative
mechanism, nucleases remove TOP2 and a fragment of DNA
(Ashour et al., 2015; Pommier et al., 2016). We propose that
nucleophagy might also contribute to the elimination of these
complexes. To analyze this, we studied whether TOP2 were found
in nuclear alterations (both nuclear buds and micronuclei) and
within autophagosomes. By immunolocalization, we found both
TOP2A and TOP2B were present in nuclear alterations containing

4

93

[
v}
c
=
(v
vy
]
v
—g—
(o}
©
=
—
=]
[}
-_



Joumal of Cell Science (2023) 136, jcs260563. doi:10.1242/jcs.260563

A GFP-LC3 BECN1 Lysotracker
| .
V-
2hD
4 '
“a .
5h R

lamin A/C

E
2hD
G _ptgar_ Agt” o a0, 1
R — - & 301 |
p62SQSTM1 IS IR — 5O |Da 5 |4
GAPDH s s s S s e —37 kDa = 20“ A
S | a
LC3B-1 e —— — » 101
LC3B-I| T o - -15k0a  § |
® ol— :
ACTB - s —— —37KDa U 2h

Fig. 2. See next page for legend.

DNA at a basal level in control cells, which was increased upon
etoposide induction of DSBs. We quantified the percentage of cells
with nuclear alterations and found that 53+3.14% (mean#s.d.) of
them contained TOP2A in untreated cells, compared to 56+2.14%
in cells with 2 h of DNA damage and 59+4.61% after 5 h of DNA
repair. Similar results were obtained for TOP2B, where 41+1.0% of
the cells with nuclear alterations in untreated cells contained
TOP2B, 50+5.51% in cells with 2 h of DNA damage and 58+7.18%
in cells with 5 h of DNA repair (Fig. 3A-E). We found TOP2A
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within GFP-LC3-positive micronuclei (Fig. 3A), and TOP2B
within micronuclei also containing BECNI1 (Fig. 3B). We
confirmed by super-resolution microscopy that TOP2B
localization was within nuclear alterations containing both DNA
and BECNI1 (Fig. 3C) in 78+2.9% of the nuclear alterations in
untreated cells (Fig. 3F). After etoposide-induced DSBs, we
observed that 70+3.4% of nuclear alterations contained BECNI
and TOP2B, which then were reduced to 63+4.3% after DNA repair.
We noticed in some cells a bridge joining the main nucleus with
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Fig. 2. Nuclear buds and micronuclei are associated with components
of different stages of the autophagic pathway. (A) Representative images
of autophagic proteins GFP-LC3 and BECN1 found in nuclear buds (yellow
armowhead) in MEFs that were untreated (U), treated for 2 h with etoposide
(2 h D) or after 5 h of DNA repair (5 h R), as used for quantifications shown
in B and C. Some micronuclei were contained in autolysosomes, identified
by having DNA (DAPI), GFP-LC3 and Lysotracker® staining (orange
arowheads). GFP-LC3-labeled vesicles next to Lysotracker® staining, or
with Lysotracker® staining inside, are shown with white arrowheads. Scale
bar: 10 pm. (B,C) Percentage of cells with nuclear alterations (nuclear buds
and micronuclei). Among nuclear alterations, those containing GFP-LC3 (B)
or BECN1 (C) are shown in green, whereas those without GFP-LC3 or
BECN1 are shown in blue. Color bars represent the mean of three
independent experiments. Green symbols represent the percentage of cells
with nuclear alterations containing GFP-LC3 or BECN1; bars represent
meants.d. The percentage of cells with nuclear buds or micronuclei are
shown independently in Fig. S3. At least 50 cells were counted per
treatment and experiment, and significant differences were determined by
one-way ANOVA followed by a Kruskal-Wallis test; P-value is indicated in
comparison with untreated samples. (D) Representative images of
endogenous LC3B localized in micronuclei surrounded by lamin A/C, and
containing DNA detected by DAPI staining (yellow arrows) in MEFs
untreated (U) or treated for 2 h with etoposide (2 h D). Yellow squares
indicate the magnified areas shown to the right. Scale bar: 30 pm. (E)
Representative micronuclei surrounded by lamin A/C containing GFP-LC3
(yellow arrows) in MEF s treated for 2 h with etoposide. Yellow dotted square
indicates the magnified area shown to the right. Scale bar: 30 pm. Images in
D and E are representative of five repeats. (F) Functional autophagy seems
to be necessary to form nuclear buds. MEFs were transfected with siRNA
confrol (siCtrl) or siAtg7 for 48 h and then treated or not with etoposide for
2 h and left to repair DNA for 5 h [untreated (U), damaged (2 h D) or repaired
(5 h R) DNA]. The westem blot shows representative level of Atg7 silencing;
B-actin was used as loading control. Whole blots are shown in Fig. S4A.
Graphs show the percentage of cells with nuclear buds (top) or micronuclei
(MiNu; bottom). For every experiment at least 50 cells were counted by
detecting DAPI signal in nuclear alterations in confocal images. The
distribution of the data from three independent experiments is graphed
(meanzs.d.). Significant differences were obtained by two-way ANOVA
analysis, followed by a Sidak’s multiple comparison test. Adjusted P-values
are indicated for each comparison. (G) Functional autophagy seems to be
necessary for micronuclei elimination. WT and Atg4b~'~ MEFs were
analyzed to evaluate the abundance of nuclear alterations. Western blot
demonstrates lack of ATG4B in Atg4b~'~ MEFs, accompanied by an
accumulation of p62/SQSTM1 protein and absence of LC3B lipidation (lack
of LC3B-ll), confirming deficient autophagosome formation. The indicated
sizes correspond to the molecular mass markers used for each blot. Whole
blots are shown in Fig. S4B. Graphs show the percentage of cells with
nuclear buds (left) or micronuclei (right). For every experiment at least 140
cells were counted by detecting the DAPI signal in nuclear alterations in
confocal images. The distribution of the data from three independent
experiments is graphed (meants.d.). Significant differences were analyzed
by two-way ANOVA following a Sidak's multiple comparison test; P-value is
shown for each comparison. Detailed data of every graph are shown in
Table S1.

micronuclei that contained both TOP2B and BECNI (Fig. 3B,F).
We further demonstrated TOP2B nucleophagic degradation by
immunogold colocalization of LC3B and TOP2B observed by
transmission electron microscopy. TOP2B was found surrounded
by LC3B in transit towards the cytoplasm, confirming the frequent
nucleophagic degradation of nuclear alterations (Fig. 3G). To verify
an autophagic degradation of TOP2B, we compared by western
blotting, the abundance of TOP2B in WT MEFs with Aig4b~"~
MEFs. In spite of it being only a subpopulation of cells that
presented micronuclei at the times analyzed, we observed a subtle
accumulation of TOP2B in Atg4h~~ MEFs (Fig. 3H).

To maintain genome stability in the ribosomal DNA domain is
particularly challenging given that it is located in the nucleolus. The

nucleolus is a subnuclear compartment with a high density of
nucleic acids and proteins that creates a distinct environment that
limits the accessibility of DNA repair factors (Korsholm et al.,
2020). We considered that nucleosomal damage could also be
removed by expelling nucleolar damaged material into the
cytoplasm to be a nucleophagy target. In teratocarcinoma cells,
nucleolar aggresomes increase in response to etoposide exposure,
and are transported to the cytoplasm where they are surrounded by
the autophagic machinery (Salmina et al., 2017). We looked for the
presence of fibrillarin (FBL), a nucleolar marker, in micronuclei and
nuclear buds in primary MEFs, treated or not treated with etoposide.
As shown in Fig. 4A, fibrillarin was found in micronuclei and
nuclear buds in 5.86+5.03% (meands.d.) of untreated cells,
indicating a basal level of nucleolar material exclusion from the
nucleus. In this set of experiments, 16.9+£9.97% of control cells had
nuclear alterations (nuclear buds and micronuclei) without
fibrillarin. Interestingly, in cells treated with etoposide for 2 h we
observed only a slight increase to 6.844.03% of cells having nuclear
buds and micronuclei with fibrillarin, whereas the number of cells
with other nuclear lesions increased to 30.6+4.2%. Similarly, the
proportion of cells having fibrillarin in nuclear lesions after 5 h of
DNA repair only increased to 7.66+6.08%, whereas the percentage
number of cells having nuclear buds and micronuclei without
fibrillarin increased to 38.42+9.3%. These results suggest that
nucleolar components are constantly sent out of the nucleus as a
homeostatic process, and not significantly in response to etoposide-
induced DSBs. We confirmed, by both confocal and super-
resolution microscopy, the micronuclear compartment of the
cytoplasmic fibrillarin, finding it with DNA surrounded by lamin-
A/C (Fig. 4C,D). We then analyzed whether nuclear buds and
micronuclei containing fibrillarin were also a target of autophagic
proteins. As shown in Fig. 4B-D, we detected GFP-LC3 in
72+3.61% of the nuclear alterations containing fibrillarin in
untreated cells, and in 65.7+£1.97% of cells with 2 h of DNA
damage. Noticeably, after 5 h of DNA repair 90.33+6.36% of the
fibrillarin-containing nuclear perturbation had GFP-LC3 (Fig. 4B).
Given that in the above experiments, we had observed a subnuclear
localization of BECN1 resembling nucleolar structures (see Figs 2A
and 3B), and considering the basal extrusion of fibrillarin found
here, we speculated that BECN1 could be located at the nucleolus
in control cells. We observed by immunolocalization a similar
distribution of fibrillarin and BECN1 (Fig. 4E) and confirmed
by co-immunoprecipitation that BECN1 and fibrillarin are in the
same complex (Fig. 4F). Taken together, these observations suggest
that nucleolar components are potential targets of autophagic
degradation.

DISCUSSION

Several studies have shown that autophagy contributes to genome
stability by different mechanisms; for example, it elevates the
level of DNA repair proteins of both the homologous recombination
(HR) and non-homologous end joining (NHEJ) pathways, and
enhances DNA damage recognition to be repaired by nucleotide
excision repair (Lin et al., 2015; Liu et al., 2015). Additionally,
BECNI1 interacts directly with TOP2B, which leads to the
activation of DNA repair proteins, and the formation of NR and
DNA-PK repair complexes (Xu et al, 2017). Cytoplasmic
elimination of nuclear lamina components has been observed in
cells with oncogenic insults, with LC3B interacting directly with
both lamin-associated domains on chromatin and lamin Bl and
lamin A/C to be targeted for lysosomal degradation (Dou et al.,
2015; Lenain et al., 2015; Li et al.,, 2019). These observations

6

95

Q
o
<
o
(v}
v
K]
o
Y
o
©
=
—
3
[0}
-



RESEARCH ARTICLE

Joumal of Cell Science (2023) 136, jcs260563. doi:10.1242/jcs.260563

GFP-LC3

D 50, E .

@ B TOP2A () S
=S 40 [ TOP2A(+) 0.0008 £0
E=R 0] 20 30
52 301 0.1202 2T
=6 LR
S'g s 0\2‘%3 20
£3 10/ 210

c

0 0

W TOP2B (-)
40| [ TOP2B (+)

-

nuclear alterations
N
=]

[ TOP2B (+) / BECN1 (-)
m TOP2B (+)/ BECN1 (¥)

w
o

0.3527  0.4309

03139 0.1593

% cells with

-
[=]

A WT @ Age”

Fig. 3. See next page for legend.

lead to the conclusion that nucleophagy contributes to tumor
suppression. Here, we describe that BECN1, together with LC3B,
could have a pivotal role in control (untreated) cells and in cells with
etoposide-induced DSBs, integrating the DNA repair machinery
with the autophagy machinery. Autophagic proteins seem to
promote the formation of nuclear buds, given that the percentage
of cells with this type of nuclear alterations diminished in cells
with Atg7 silenced and in cells lacking ATG4B. Interestingly,
the formation of micronuclei seems to be mechanistically
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different to that of buds, as the inhibition of autophagy did not
reduce the percentage of cells with micronuclei. By contrast, cells
with micronuclei accumulated in Arg4h~"~ MEFs in comparison
with WT MEFs, both at the basal level and after DNA damage
(Fig. 2F,G). A difference in the biogenesis of buds and micronuclei
has been previously suggested, studying cells cultured under
strong stress conditions that induce DNA amplification, as well as
in cells under folic acid deficiency. While interstitial DNA without
telomere was more prevalent in buds than in micronuclei, telomeric
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Fig. 3. TOP2cc are targeted for nucleophagic clearance.

(A) Representative confocal image after immunoflucrescence staining to
detect TOP2A in MEFs expressing GFP-LC3, treated with 120 pM
etoposide for 2 h. Scale bar: 20 pm. (B) Representative confocal image after
immunofluorescence staining to detect TOP2B and BECN1 in MEFs treated
with 120 uM etoposide for 2 h. Scale bar: 20 pm. Arrowheads show a bridge
contacting both the main nucleus and a micronucleus containing both
TOP2B and BECN1 signals. (C) Representative images obtained by super-
resolution microscopy to detect colocalization of DNA and TOP2B
(TOP2Bcc) with BECN1 in MEFs after 5 h of DNA repair. Yellow square
represents the magnified section presented to the right. Scale bar: 15 pm;
magnified section, 5 pm. Images in A-C are representative of three repeats.
(D) Percentage of untreated (U), DNA damaged (2 h D) or DNA repaired (5 h
R) cells with nuclear alterations (nuclear buds and micronuclei) containing
DNA and TOP2A (gray bars). Nuclear alterations without TOP2A are shown
as blue bars. The meants.d. for three independent experiments (counting at
least 50 cells per experiment) are graphed. (E,F) Percentage of cells with
nuclear alterations (nuclear buds and micronuclei) containing TOP2B (in E)
or TOP2B colocalizing with BECN1 (in F) in untreated MEFs or after DNA
damage (2 h D, cells treated with 120 pM etoposide for 2 h) or DNA repair
phase (5 h R, cells after 5 h of etoposide removal). At least 50 cells were
counted for each experiment. The meants.d. of three independent
experiments is graphed. In D-F, statistical significance was calculated by
two-way ANOVA followed by Dunnett's multiple comparison test; adjusted
P-values are shown for each comparison. (G) Electron micrographs showing
simultaneous detection of LC3B and TOP2B by immunogold labeling.
Figures b and ¢ show higher magnification views of the area indicated in a; e
shows a higher magnification views of the area indicated in d. Green
arrowheads show examples of 15 nm gold particles coupled to secondary
antibody to detect TOP2B and red arrowheads point to 25 nm gold particles
coupled to secondary antibody to detect LC3B. Images in G are
representative of three repeats. (H) Western blot of total extracts from WT or
Atg4b~'~ MEFs that were untreated (U), treated for 2 h with etoposide (D) or
after 5 h of DNA repair (R) to compare the abundance of TOP2B in the
presence (WT) or absence of ATG4 (Atg4b~"~). o-Tubulin was detected as a
loading control. Whole blots are presented in Fig. S4. Graph shows a
densitometric analysis of three independent experiments. Statistical
significance was determined by two-way ANOVA followed by Sidak’s
multiple comparisons test. Adjusted P-values are shown for each
comparison.

DNA was more frequently observed in micronuclei (Fenech et al.,
2011).

There is also variability in the composition of the micronuclear
envelope. By a careful analysis of the protrusions and micronuclei
formed, we observed in some cases only one type of nuclear lamin,
either lamin A/C or lamin B1, was present, whereas in other cases,
both nuclear lamins were present (Fig. 1F). The different
micronuclear envelope composition is probably related to
different DNA damage or different DNA structures affected that
lead to their formation. Others have also identified structural
differences in micronuclei envelope with a variable presence of
lamin B1, which has been linked to different abilities to replicate
(Okamoto et al., 2012) or repair (Terradas et al., 2012) the genome,
by affecting the recruitment of proteins required in those processes.
These differences in the envelope composition could affect their
nucleophagic removal.

The identification of TOP2 and fibrillarin in micronuclei
containing autophagic proteins led us to propose their elimination
by nucleophagy. In support of this notion are the following findings:
(1) both BECN1 and LC3B were detected in micronuclei in acidic
vesicles (labeled with Lysotracker), which is indicative of the
autolysosomal nature of the cytoplasmic compartment (Fig. 2A);
(2) TOP2B was found by electron microscopy exiting the nucleus
swrrounded by LC3B in some cells (Fig. 3G); and (3) TOP2B
accumulated in cells lacking ATG4, as expected if it is degraded by
autophagy (Fig. 3H).

Along with the results presented here, the damage inflicted by
etoposide was detected with a wide YH2AX signal, which implies a
huge amount of TOP2cc that has to be removed. We propose that
nucleophagy contributes, with other mechanisms previously
described to eliminate peptides or the whole TOP2 protein, free
and complexed with DNA, such as the proteasome,
phosphodiesterases and nucleases. To our knowledge, this is the
first report of TOP2 degradation by autophagy. In support of our
finding, it has been described that there is a decrease in TOP2A
when cancerous cells are grown under glucose deprivation
(Alchanati et al., 2009), an autophagy-inducing condition
(Klionsky et al., 2021).

We noticed that in control cells some micronuclei did not have
YH2AX or were not stained with DAPI, suggesting that the nuclear
material to be extruded did not always contain DSB. Perhaps other
types of damaged DNA are extruded, or it is conceivable that
nuclear buds and micronuclei could be formed for a proteostatic
function, not necessarily involving DNA damage elimination. The
recruitment of multiple molecules for DNA repair into the nucleus
could trigger an imbalance in nuclear proteostasis, and the
proteasome could become overloaded. Even though it has been
shown that the proteasome degrades TOP2 (Mao et al., 2001) and
fibrillarin (Chen et al., 2002), our findings suggest that nucleophagy
could have a collaborative role with the proteasome, contributing to
protect both genome integrity and nuclear morphology.

An outcome of the overloaded activity of ubiquitin-proteasome
system (UPS) is the accumulation and aggregation of
polyubiquitylated proteins as aggresomes (Latonen et al., 2011).
This occurs in the cytoplasm but also in the nucleoplasm,
specifically at nucleoli, where under different stress conditions
(heat shock, acidosis or genotoxic insults) proteins, RNA and
conjugated ubiquitin accumulate (Jacob et al., 2013; Latonen, 2011,
2019). For example, under DNA damage, an early and transient
nucleolar accumulation of paraspeckle proteins (Moore et al., 2011)
(paraspeckles are nuclear subcompartments which function as a
reservoir for splicing factors; Nunes and Moretti, 2017) and E2F1
occurs, affecting the structure and function of the nucleolus (Jin
et al., 2014). The final destiny for aggresomes is not totally
understood, but it has been suggested they persist until UPS
degradative capacity is recovered (Latonen et al., 2011). Another
possibility is that the aggresome is cleared by autophagy to promote
genome stability and cell viability (Salmina et al., 2017). In this
work, we observed nuclear alterations containing fibrillarin in
control cells, the levels of which slightly increased during DNA
damage and repair, although without a statistical significant
difference (Fig. 4C,D). A proportion of such nuclear alterations,
mainly nuclear buds, had nuclear lamin A/C and GFP-LC3. It
suggests that nucleolar components are targeted for autolysosomal
degradation. Consequently, nucleophagy could be a mechanism to
alleviate basal nucleolar stress.

In summary, the data presented support the contribution of
autophagic proteins to extrude damaged DNA, TOP2cc and
Fibrillarin from the nucleus, preventing nuclear distortions and
genotoxic stress. Insufficiencies on autophagy imply a risk of
genomic instability, which in tum could drive the cell into a
senescent or malignant state.

MATERIALS AND METHODS

Animals and cell culture

CD1 and GFP-LC3 (C57BL/6]) (Mizushima et al., 2004) animals were
obtained from the animal house ofthe Institute of Cellular Physiology (IFC)
at the National Autonomous University of Mexico (UNAM). Mutant mice
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Fig. 4. The nucleolar protein fibrillarin is found in nuclear buds and micronuclei containing autophagic proteins. (A) Percentage of cells containing
nuclear alterations (buds and micronuclei), with (gray bars) or without (blue bars) fibrillarin (FBL) in untreated cells (U), or after etoposide treatment (2 h D) or
after 5 h of DNA repair (5 h R). (B) Percentage of cells containing nuclear alterations (buds and micronuclei), with (gray bars) or without (red bars) FBL and
GFP-LC3 in untreated cells (U), or after etoposide treatment (2 h D) or after 5 h of DNA repair (5 h R). For A and B, dots represent the mean of each
experiment (n=5); at least 50 cells were counted per experiment by analyzing DAP| distribution in confocal images. Bars correspond to s.d. A two-way-
ANOVA followed by Dunnett’s multiple comparison test of the total number of nuclear alterations. Adjusted P-values are indicated for each comparison with
control cells. Even though there is a trend to increase nuclear alterations containing fibrillarin upon DNA damage, no statistical significant differences were
obtained. Detailed data are presented in Table S1. (C) Representative confocal microscopy images showing fibrillarin (FBL) in a micronucleus containing
DNA stained with DAPI and surrounded by lamin A/C (arrowhead) and GFP-LC3, in cells treated with etoposide for 2 h. Scale bar: 20 pm. (D)
Representative super-resolution microscopy images of the same experiment described in C. Scale bar: 5 pm. (E) Representative confocal microscopy
images showing the concurrent distribution of FBL and BECN1 in control cells. Scale bar: 20 pm. (F) Immunoprecipitation (IP) of BECN1, and western blot to
detect FBL or BECN1 as indicated, from total protein extract of untreated cells. IgG was used as control of FBL-specific interaction with BECN1. Whole blots
are shown in Fig. S4C. Images in C-E are representative of three repeats. Blots in F are representative of two repeats.

deficient in autophagy-related 4B (A47g4h " mice) (Marino et al., 2010)
were obtained from the animal house of the National Institute of
Respiratory Diseases of Mexico (INER). Animals were housed at 22°C
in 12 h light-12 h dark cycle with ad libitum access to water and food.
Mice used in the present study were handled and cared according to the
animal care and ethics legislation. All procedures were approved by the
Internal Committee of Care and Use of Laboratory Animals of the IFC
(IFC-SCO174-21).

All the experiments were done with mouse embryonic fibroblasts (MEFs)
at cell passage 4 or 5. MEFs from WT CD1, GFP-LC3 transgenic mice or

Atg4b mice were obtained at embryonic day (E)13.5 according to the
standard protocol (Xu, 2005). Lack of contamination with mycoplasma was
tested in every batch using the VenorGeM Mycoplasma Detection Kit
(Sigma-Aldrich MP-0025, St Louis MO, USA), following the procedure
indicated by the provider. MEFs were grown in Dulbecco’s modified
Eagle’s medium plus GluaMAX™, 10% FBS and 100 U/ml penicillin-
streptomycin. Media and supplements were from GIBCO® Life
Technologies, Grand Island, NY, USA. Culture conditions consisted of a
humidified 5% CO, atmosphere at 37°C. DNA damage was induced by
incubating cells with etoposide (Etopos® injectable solution, Lemery,
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Mexico City, Mexico) at 120 uM for 0.5, 1 or 2 h. Then etoposide was
removed and cells were washed twice with 1 x PBS and incubated for 1, 3, 5
or 24 h in fresh medium.

siRNA transfection

WT MEFs were transfected using Lipofectamine 2000 (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) according to manufacturer’s instructions. Briefly,
5%10% cells/well were seeded into 12-well plates 24 h before transfection
and using antibiotic-free medium. For each well, 20 pmol siRNA and 3 pl
Lipofectamine were mixed and added for 6 h. After that fresh antibiotic-free
medium was added and cells were incubated for 48 h. SMARTpool siRNA
ATGT7-FITC was from Dharmmacon (Lafayette, CO, USA). Control siRNA
targeted a region of a Luciferase-coding gene.

Neutral comet assay

The DSBs were detected with a neutral comet assay. Briefly, ~100 cells/ul
were resuspended in PBS and mixed at a 1:5 ratio with 0.75% low-melting
point agarose (Bio-Rad Certified™ Low Melt Agarose #1613112, Bio-
Rad, Hercules, CA, USA) at 37°C. Then with the help of a coverslip,
~50 pl of the previous mix was spread on glass slides pre-coated with 1%
normal-melting point agarose (Bio-Rad Certified™ PCR Agarose
#1613104, Bio-Rad). The slides were incubated first at 4°C for 2 min
and then for an extra 10 min at room temperature. After the removal of
coverslip, each slide was sequentially covered and incubated for 60 min
with pre-chilled lysis solution and then with unwinding buffer at 4°C.
Next electrophoresis was performed with slides by applying 25V for
20 min. After that, slides were incubated in neutralization buffer for
10 min, repeating this steps three times. Next, SYBR green (solution
1:10,000 in 1 PBS, SYBR™ green I Nucleic Acid Gel Stain, Invitrogen,
Eugene, OR, USA) was used to stain DNA. Lysis solution was 0.03 M
EDTA. 1% SDS; unwinding and electrophoresis buffer: 60 mM Tris-HCI
pH 9.0, 90 mM acetic acid, 2.5 mM EDTA; neutralization buffer was
500 mM Tris-HC1 pH 7.5.

To visualize the comets (DNA), a Nikon Eclipse Ti-U microscope with
20 objective and the NIS Elements BR software (Nikon Instruments Inc®,
NY, USA) was used to acquire and analyze images. For analysis, the length
and area of broken DNA were determined by processing 50 comet images
for each treatment.

Immunofluorescence

The day before treatments, cells were grown on coverslips at a density of
2.5%10* cells/em® on 12-well plates. After treatments, cells at room
temperature were fixed with 4% paraformaldehyde for 30 min, then washed
with PBS. permeabilized for 5 min with PBS with 0.5% Triton X-100
and blocked for 1 h with 4% BSA in PBS. Coverslips were incubated
overnight at 4°C with primary antibody (diluted in 2% BSA in PBS). The
next day, after than removing the primary antibody and a wash with PBS,
Alexa Fluor-conjugated secondary antibodies (diluted 1:500 in 2% BSA in
PBS) (Life Technologies, OR, USA) were added and incubated for 1 h at
room temperature. Finally, nuclei were stained with DAPI (1 pg/ml)
for 10 min.

Primary antibodies used for immunofluorescence were: mouse
anit-yH2ZAX (1:1000, ab26350, abcam, Cambridge, MA, USA), mouse
anti-Lamin A/C (1:1000, sc-376248, Santa Cruz Biotechnology, Dallas,
TX, USA), rabbit anti-Lamin B1 (1:1000, ab16048, abcam), rabbit anti-
LC3B (1:1000, 27758, Cell Signaling Technology, Beverly, MA, USA),
rabbit anti-Beclinl (1:100, sc-11427, Santa Cruz Biotechnology), mouse
anti-TOP2A (1:100, sc-365916, Santa Cruz Biotechnology), mouse anti-
TOP2B (1:100, sc-25330, Santa Cruz Biotechnology), rabbit anti-Fibrillarin
(1:1000, ab5821, abcam).

Secondary antibodies used were: goat anti-mouse IgG (H+L) Alexa Fluor
A594 (1:500) (A11032), goat anti-rabbit IgG (H+L) Alexa Fluor A594
(1:500) (A11037) Goat anti-mouse IgG (H+L) Alexa Fluor A488 (1:500)
(A11029), Goat anti-rabbit [gG (H+L) Alexa Fluor A488 (1:500) (A11029)
All secondary antibodies were from Life Technologies, OR, USA except
donkey anti-rabbit IgG (H+L) Alexa Fluor 647, which was from Jackson
ImmunoResearch Laboratories, PA, USA.

Immunoblotting analysis

Cells were lysed using a bufferwith 62.5 mM Tris-HC1 pH 6.5, 2% SDS and
2 mg/ml protease inhibitor 18 (Complete, Roche Molecular Diagnostics,
Pleasanton, CA, USA). Between 30 to 120 pg of protein lysates were
separated by SDS-PAGE and then transferred to polyvinylidene fluoride
(PVDF) membranes. Following a 1h blocking step, membranes were
incubated overnight with primary antibodies. Secondary antibody IRDye®
680RD goat anti-rabbit (925-68071, LI-COR, Lincoln, NE, USA) or
IRDye® 800CW goat anti-mouse (925-32210, LI-COR) were added at
1:5000 dilution in Tris-buffered saline containing 0.1% Tween 20 (TTBS).
Scanning was performed using the Odyssey® IR scanner, and image
acquisition and analysis were performed using Odyssey® Image Studio
software 5.2.5 (LI-COR). Blocking solution consisted of 3% nonfat dry milk
(Blotting-Grade Blocker, cat. #170-6404, Bio-Rad) in TTBS.

Primary antibodies used were: mouse anti-yH2AX (1:1000, 26350,
abcam), rabbit anti-LC3B (1:1000, L7543 |, Sigma-Aldrich, St Louis, MO,
USA), rabbit anti-ATG7 (1:1000, 2631, Cell Signaling Technology), rabbit
anti-f-actin (1:10,000, C4, sc-47778; Santa Cruz Biotechnology), mouse
anti-g-tubulin (1:10,000, 3873, Cell Signaling Technology), rabbit anti-
ATG4B (1:1000, A2981, Sigma-Aldrich), rabbit anti-p62/SQSTMI
(1:1000, P0068, Sigma-Aldrich) and mouse anti-GAPDH (1:1000, sc-
47724, Santa Cruz Biotechnology).

‘Whole images of blots are presented in this work are shown in Fig. 84,

Confocal imaging

All images were collected as Z-stacks with an LSM800 (Zeiss, Oberkochen,
Germany) confocal microscope using 40x/1.3 or 63x oil immersion
objectives with 1 Airy unit aperture of pinhole. Samples were excited with
405 nm, 488 nm, 561 nm and 640 nm laser lines. CZI files obtained with
ZEISS ZEN software and images of Z-projection were processed in Fiji
(imageJ) software.

Imm lectron micr p

Cells were fixed with 3% glutaraldehyde. Following fixation, dehydration
was performed in an ethanol gradient (30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%,
90% and 100% ethanol) at 4°C. Then, the cells were embedded in a LR
‘White resin and polymerization was carried out at 50°C. Ultrathin sections
of 70-80 nm were cut from the polymer using an Ultracut-Recheirt-Jung
microtome and placed on nickel grids for immunogold assay.

The thin sections were washed twice for 2 min with deionized water and
two times with PBS with 0.005% Tween 20. Sections were then incubated
for 30 min with the blocking solution (50 mM glycine, 0.005% Tween 20,
0.01% Triton X-100 and 0.1% BSA in PBS) (Rosas-Arellano et al., 2016).
After blocking, sections were incubated with the rabbit anti-LC3B primary
antibody (1:500, MBL PD014, Nagoya, Japan). After rinsing three times in
PBS with 0.005% Tween 20, the sections were incubated ovemight at 4°C
with the secondary antibody (1:20). Samples were washed three times with
PBS with 0.005% Tween 20 and post-fixed in 2% glutaraldehyde in PBS for
10 min. The sections were then rinsed with distilled water twice for 5 min
and contrasted with 2% uranyl acetate, rinsed with water, dried and observed
under a JEOL JEM 1200 EXII electron microscope.

Secondary antibodies used were: donkey anti-rabbit IgG (H&L)
conjugated to 25-nm gold particles (#25708 Aurion, Electron Microscopy
Science, PA, USA) and donkey anti-mouse IgG (H&L) conjugated to 15-nm
gold particles (#25817 Aurion, Electron Microscopy Science).

Super resolution microscopy

Super resolution microscopy imaging was performed at the National
Laboratory  for Advanced Microcopy (LNMA) of UNAM.
Immunofluorescence samples were imaged on a Nanoimager-S (Oxford
Nanoimaging Ltd) using widefield fluorescence excitation. Samples were
excited by altemating laser illumination with a 405 (DAPI), 473 (Alexa
Fluor A488, GFP) and 561 (Alexa Fluor A594) laser lines. Detection of the
signal was achieved via an 100x, 1.4 NA, oil-immersion objective
(Olympus) and an sCMOS Hamamatsu Orca Flash 4.0 V3 using an
embedded image splitter for dual-channel fluorescence acquisition. Imaging
time was 33 ms, effective pixel size at object plane was 117 nm.

10

99

(]
v
o
=
(v
vy
©
o
Y—
o
©
o
e
=]
(=}
-



RESEARCH ARTICLE

Joumal of Cell Science (2023) 136, jcs260563. doi:10.1242jcs.260563

Subdiffraction images were obtained via SRRF, a multi-frame super-
resolution microscopy approach which gathers nanoscopic information from
the statistical analysis of sequences of images collected at the same imaging
plane (Gustafsson et al., 2016). Each super resolution image was derived by
the analysis of serial stacks of 100 images collected per fluorescence excitation
channel. Each serial stack was drift comrected and analyzed using the Nanol-
core and NanoJ-SRRF plugins of FIJI/Tmage J (Laine et al., 2019). Parameters
used for SRRF computation were ring radius 0.5, radiality magnification 10,
axes in ring 8 parameters, Temporal Analysis: AVG. The restof the parameters
were left as the recommended default values (Laine et al., 2019).

Immunoprecipitation

The immunoprecipitations were carried out using tMACS™, Protein A/G
MicroBeads MultiMACS™ Protein A/G kit (MACS molecular; Milteyi
Biotec, Aubum, CA), following the manufacturer’s instructions. Briefly,
cell lysates were mixed with 1 pg of monoclonal antibody and 50 pl of
Protein G MicroBeads and incubated for 30 min on ice. Proteins complexed
with antibodies and magnetic beads were passed over a separation column
coupled with a magnetic field and then eluted from the column. Finally,
immunoprecipitated proteins were analyzed by westem blotting.

Statistical analysis

Gmphs and data analysis were performed with GraphPad Prism 9 (GraphPad
Software Inc. La Jolla, CA, USA). Different tests to determine statistically
significant differences were applied as indicated in every figure. Raw data for
each figure are detailed in Table S1. Multiple comparison analysis among all
treatments are shown in supplementary figures indicated for each experiment.
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Abstract

The emergence of complex diseases is promoting a change
from one-target to multitarget drugs and peptides are ideal
molecules to fulfill this polypharmacologic role. Here we
review current status in the design of polypharmacological
peptides aimed to treat complex diseases, focusing on tuber-
culosis. In this sense, combining multiple activities in single
molecules is a two-sided sword, as both positive and negative
side effects might arise. These polypharmacologic compounds
may be directed to regulate autophagy, a catabolic process
that enables cells to eliminate intracellular microbes (xenoph-

Keywords: autophagy;
tuberculosis

antimicrobial peptides; polypharmacology;

Introduction

Identifying molecules with highly specific biological activities
useful in therapeutic interventions has been largely influenced
by the discovery of salvarsan by Paul Erlich during the begin-
ning of the 20th century (1); Erlich proposed the idea of
“magic bullets™ to refer to those drugs capable of traversing
the body ol a patient with an infection and only act on the

Abbreviations: TB, tuberculosis; MBT, Mycobacterium tuberculosis; IFN-
gamma, interferon gamma, TNF-, tumor necrosis factor, IL, interleukin;
AMPs, antimicrobial peptides

© 2016 International Union of Biochemistry and Molecular Biology

Volume 68, Number 4, April 2016, Pages 259-267

*Address correspondence to: Gabriel Del Rio, Department of Biochemistry
and Structural Biology, Instituto de Fisiologia Celular, UNAM. México D.F.,
México. Tel: +52-55-5622-5663, Fax: +52-55-5622-5630.

E-mail: gdelrio@ifc.unam.mx

Received 18 November 2015; Accepted 17 January 2016

DOI 10.1002/ub. 1483

Published online 10 March 2016 in Wiley Online Library
(wileyonlinelibrary.com)

IUBMB Life

Gabriel Mucino'

Susana Castro-
Obregén’

Rogelio Hernandez-
Pando?

Gabriel Del Rio®*

agy), such as Mycobacterium tuberculosis (MBT). Here we
review some strategies to control MBT infection and propose
that a peptide combining both antimicrobial and pro-
autophagic activities would have a greater potential to limit
MBT infection. This endeavor may complement the knowledge
gained in understanding the mechanism of action of antibiot-
ics and may lead to the design of better polypharmacological
peptides to treat complex diseases such as tuberculosis.
© 2016 IUBMB Life, 68(4):259-267, 2016

infectious agent. But it was the discovery by Alexander Flem-
ing of the antibiotic penicillin produced by Penicillum chryso-
genum, followed by the consequent development ol large-scale
production methods, that has had the greatest inflluence on
identifying new therapeutic compounds (2). Noticeably, both
salvarsan and penicillin are molecules with specilicity to kill
microbes, yet their impact on therapeutics is beyond infectious
diseases. For instance, development and production of many
new biomolecules with therapeutic applications, such as can-
cer, autoimmune diseases, vaccines, among others, use the
same microbial strain selection and large-scale chemical engi-
neering methods that were [irst pioneered for penicillin. Addi-
tionally, the use of antibiotics has proven indispensable in
understanding lundamental aspects ol cell physiology, such as
cell-wall biogenesis, DNA biosynthesis and the translation pro-
cess, among others (3). It has, at the same time, influenced
much of our current understanding of different diseases.

In the last decades the emergence of complex diseases has
impacted our societies, including diseases associated with
aging (e.g., Alzheimer disease) (4), resilient cancers (e.g., leu-
kemia) (5,6), and infectious diseases caused by multidrug
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resistant microorganisms (e.g., tuberculosis) or viruses (e.g.,
HIV) (7). As a consequence, there has been a shilt in the para-
digm 1o identily bioactive molecules to address these complex
diseases (8). The recognition that compounds with multiple
biological activities have the ability to treat some of these com-
plex diseases has fostered the development of polypharmacol-
ogy (9).

Peptides constitute a new class of bivactive molecules with
the ability to incorporate the needs of polypharmacology. They
are permeable and many of them are naturally multifunc-
tional. Furthermore, peptides may be chemically or biologi-
cally synthesized, lacilitating both testing and large-scale pro-
duction Actually, recent reports show the
economical potential of peptides as therapeutics [or the near
future (10). Yet, much is to be learned in terms ol the conse-
quences ol using multifunctional peptides in therapies.

In the present review we focus on antimicrobial peptides
aimed to treat tuberculosis (TB), to provide a general overview

scenarios.

on two of the complex aspects of therapeutic uses of polyphar-
macological compounds: their potential side effects due to
emerging functions, and the induction of resistance versus tol-
erance ol the infection. Resistance involves the control ol pro-
liferation ol an infectious agent, while tolerance refers to a
reduced toxicily without controlling proliferation. Usually,
these two mechanisms are mutually exclusive.

Side Effects of Polypharmacological
Compounds: A Double-Edged Sword
Using molecules with muliiple activities to treal complex dis-
eases increases the likelihood of potential problems that may
emerge by targeting multiple pathways simultaneously. Poly-

pharmacological compounds may act on two dilferent types ol

largets: (1) single proteins that are at a crossroad ol critical
pathways for a disecase or (2) dilferent proteins at different
critical pathways for a disease. In either case, side effects may
be anticipated as a result of off-target activity of the com-
pound. For example, kinase inhibitors can target additional
kinases (11) or proteins with a function unrelated to the dis-
case, yel necessary for the cell homeostasis. While combining
aclivities Irom compounds with well-established mechanisms
ol action may circumvent some ol these side eflects, it may
happen that combining two activities into a single molecule
may render an emergent aclivity; we have previously observed
such phenomena occurring in the case ol multifunctional pep-
tides (12). An emergent activity in a peptide may be created by
two dilferent mechanisms, as summarized in Fig. 1. In the

case of an intrinsic mechanism (Fig. 1A), the combination of

two aclivities (i.e., peptide conformations) may [lacilitate a
novel conformation of the peptide that might render a novel
aclive site. Alternatively, an extrinsic mechanism (Fig. 1B)
requires that the peptides trigger two dilferent pathways in a
cell rendering an epistatic outcome. Thus, even when combin-
ing activities with well-established mechanisms ol action, ofl-
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Proposed mechanisms involved for the development
of emergent activities in polypeptides. A) Intrinsic
mechanism. Two different activities (i and j) in a poly-
peptide may be combined in a way to promote access
to a new conformation (gray bracket-shaped object)
with a new activity. In the figure, the gray-colored
concave objects (e.g., semi-circle, half-square) repre-
sent different polypeptide conformations and the
white objects represent their interacting partners/
ligands/reactants. B) Extrinsic mechanism. Two differ-
ent polypeptide activities (i and j) may act within a cell
{round blue object) on two different pathways (A and
B); the pathways may interact pleiotropically, that is,
in a way that is not simply the sum of the activities.

FIG1

larget side ellects arise in
compounds.

In this sense, polypharmacological compounds are no dif-
ferent than classical one-target directed compounds where off-
target side effects are observed. Yel, not all off-target side
effects are undesirable; for instance, Sildenafil (Viagra). a
phosphodiesterase inhibitor used to treat hypertension and
ischemic heart disease, became a frequently used compound
to treat erectile dysfunction (13). Nevertheless, these side

might polypharmacological

elfects may be a risk for human health and it has justified the
canceling of some polypharmacological compounds in clinical
studies, such as in the case of Lumiracoxib, a COX-2 selective
inhibitor/non-steroidal — anti-inflammatory drug, the anti-
inflamatory Rofecoxib, and the protein kinase C inhibitor Stau-
rosporine (9). Hence, it may be anticipated that side elfects in
polypharmacological compounds may be either beneficial or
deleterious for human health. Consequently, the clinical testing
ol polypharmacological compounds should be considered an
opportunity to further understand the complexity ol biological
mechanisms. In this sense, gaining a more in-depth under-
standing ol biological processes involved in a disease will fos-
ter the development of more ellective treatments, as the his-
tory ol antibiotics has taught us.

Therapeutic Uses of Multifunctional Peptides
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Eliminating Pathogens or Adapting to
Live with them

Host-pathogen inleractions are largely complex, not only by
the large number of molecules and genes involved and the dil-
ferent cell types participating over time, but mainly bece
the outcome of these relationships depends on many environ-
mental factors as well. From the viewpoint ol the host, the

result of an interaction with a pathogen may be the develop-
ment of resistance or tolerance against the pathogen. Resist-
ance is commonly defined as the ability of the host to prevent
pathogen replication, whereas tolerance is achieved by main-
taining host homeostasis (limited ensuing pathology) in the
presence of a replicating pathogen (14). Thus, resistance
mechanisms involve impeding pathogen entrance, replication
and establishment, while tolerance mechanisms reduce patho-
gen loxicity and, at the same time, reduce resistance mecha-
nisms to prevent immunopathology. That is, to reduce the col-
lateral damage of the host by immune-related defense
mechanisms (15).

In terms of defining a therapy, it is important to recognize
that the balance between protection against pathogen toxicity
and immunopathology determines the survival of the host.
Thus, it is relevant to take into account the stage of the discase
(e.g., whether it is in an expansion or in a stable phase) to
design an appropriate treatment. Yel, most elforts are dedi-
cated to generate resistance to infections, but this strategy

may have undesired outcomes, as the indiscriminated use of

antibiotics has taught us (see below). In the next sections we
will review our current undersianding ol a complex disease,
TB, where these aspects [or designing an elficient therapy are
considered.

Tuberculosis as a Target for
Multifunctional Peptides

The first step of a host infected with Mycobacterium tuberculo-
sis (MBT) is the recognition ol mycobacteria as an invading
pathogen by activatling innate immune responses, which sub-
sequently initiate the adaptive immune responses. Alier inha-
lation of aerosols with suspended mycobacteria into the lungs
of the host, the first encounter of mycobacteria is with alveolar
resident macrophages and respiratory airway epithelium.
Mycobacteria that escape the initial intracellular destruction

can multiply and disrupt macrophages, inducing the produc-
tion and secretion of chemokines that attract neutrophils and
monocytes. Monocytes will differentiate into macrophages,
which ingest but do not destroy the mycobacteria (16). Airway
epithelium also produce chemotactic substances such as inter-
leukin 8, which attracts and activates neutrophils, and bron-
chial epithelial cells produce antimicrobial peptides such as
beta-defensins, which contribute to bacilli elimination and che-
motaxis of T lymphocytes (17). Thus, at this stage inflamma-
tory cells accumulate but little tissue damage occurs.

Mucino et al.

Two to 3 weeks alter infection, acquired immunily is acti-
valed, as observed by antigen-specific T-lymphocytes arrival,
proliferation, and differentiation particularly within specific
lesions called granulomas, and release proinflammatory cyto-
kines such as interferon gamma (IFN-gamma) that will acti-
vale macrophages to kill the intracellular mycobacteria. In the
majority of the infected subjects, mycobacteria are eliminated,
stationary, or dormant and few individuals (5-10%) will suffer
progressive disease in the lung with the possibility to develop
hematogenous dissemination. Importantly, dormant bacilli can
reactivate months or years afterwards, presumably under con-
ditions of failing immune surveillance. During progressive dis-
case, granulomas often develop central necrosis, which give
rise to cavities and aerogenic spread of mycobacteria.

Macrophages are the key cell type in mycobacterial infec-
tion, as they are involved in phagocytosis and killing ol myco-
bacteria as well as in the initiation of adaptive T-cell immu-
nity. Phagocytlosis ol mycobacteria involves dilferent receptors
such as the scavenger receptors, the mannose receptor, and
complement receptors. Macrophages can eliminate mycobacte-
ria through dilferent mechanisms, such as production of reac-
live oxygen and nitrogen species or by autophagy (18) (see
below). Activation of autophagy leads to phagosome matura-

tion, increased acidification in the phagosome, and killing of

mycobacteria in macrophages (19). However, MBT is able to
avoid destruction mainly by inhibiting phagosome-lysosome
fusion (20).

The interaction between mycobacteria and cells [rom both
the innate and adaptive immune systems resulis in the secre-
tion of chemokines and cylokines, the most important being
tumor necrosis factor (TNF)-z, interleukin-1 family (IL-1p4, IL-
18), IL-12, and IFN-gamma. These molecules presumably are
relevant for the progression of the disease. Accordingly, TNF-
g-deficient mice succumb rapidly after MBT infection (21), and
infection of IL-1 receptor type 1 knockout mice with mycobac-
teria is associated with lower production of IFN-gamma, defec-
tive granuloma formation, and lower survival (22). IFN-
gamma activates macrophages to kill and eliminate the myco-
bacteria, and also enhances the expression of MHC class 11
molecules, which results in ellicient antigen presentation to

Th-1 cells. NK, CD4+, and CD8+ T cells upon release of

endogenous [L-12 and 1L-18 by macrophages and dendritic
cells secrete IFN-gamma. Regarding macrophages, two main
subtypes have been described: the classical and alternative
activated phenotypes. The classical activated macrophages are

induced by microbial products or IFN-gamma; this kind of

cells have efficient antimicrobial effects and production of pro-
inflammatory cytokines such as TNFg, IL1g, IL12 (p40), and
IL23 (23,24). Alternatively activated macrophages have lower
antimicrobial activily and production of IL-12; they have a
poor antigen presenling capacity and can suppress cellular
immunity by production of IL-10 or TGEF. These cells are
induced by Th-2 cytokines such as [11.-4, 1L-13, or [L-10, which
are predominant during the late phase of progressive disease.
In fact, both alternatively activated macrophages and Th2
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lymphocytes are efficient anti-inflammatory cellular elements
that emerge during late progressive disease, when extensive
inflammation has been evoked and produced tissue damage,
but their activity suppress the protective Th1l response allow-
ing bacilli proliferation and disease progression. Thus, T lym-
phocytes and macrophages polarization determine the out-
come ol the host response by skewing the pro- and anti-
inflammatory immune response and subsequently the elimina-
tion of Thus, the activation of the anti-
inflamatory response is important to prevent the cellular dam-
age induced by MBT infection and the excessive inflammaltory
response. This phenomenon has been observed, yet the mech-
anism that leads to this damage is still under investigation.

mycobacteria.

For instance, we have observed that during the late stage of

MBT infection, when a Th-2 response with high IL-4 produc-
tion has emerged, TNF-z induces necrosis (25). Similarly,
over-expressing  1L-13, a expressed during Th2
immune response (26), may reproduce granuloma necrosis
observed in MBT infection. It has been also reported that 1L17-
producing cells that participate in inflammatory responses are
produced during MBT infection or vaccination, and can also

citokine

induce necrosis by recruiting, activation and degranulation of

neotrophils that produce tissue damage (27).

Since T lymphocytes and macrophages respond dillerently
depending on dilferent signals, it would be relevant to develop
polypharmacologic compounds able on one side to directly kill
MBT and at the same lime to reduce the inflammatory damage
caused by immune cells to the host; this combination of activ-

ities may on one side promote tolerance (i.e., reduce toxicity of

the pathogen) and on the other hand may promote resistance
(reduce/eliminate the pathogen infection). Recognizing MBT's
ability to escape this first line of defense, it is desirable to sup-
press the anti-inflammatory response of the host to allow lor a
prolonged, but moderated and more ellective inflammatory
response o eliminate MBT. Much ol these pharmacologic
actions may be achieved by controlling adequately autophagy
as we will argue next.

Overview of Autophagy and Immune Response to M.
tuberculosis Infection

Cells control the quality and quantity of organelles and bio-
mass through a process known as “macroautophagy” (here-
alter refered to as autophagy), in which the cytoplasmic target
is wrapped into a double membrane vesicle, called autophago-
some. Autophagosomes [orm de novo by the expansion ol a
membranous precursor structure named phagophore. Auto-
phagosomes fuse with lysosomes to deliver the engulfed con-
tent for degradation or reuse. The molecular machinery for
autophagy is conserved in evolution and involves several pro-
tein complexes that act in a sequential order. Here we mention
only the molecules relevant for our discussion, a more com-
prehensive review can be found elsewhere (see for example
Rel. 28). In a steady state, mTORCI complex mainly inacti-
vates the initiation complex ULK. Upon autophagy induction,
ULK complex gets derepressed and activates class I phospha-
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tidylinositol 3-kinase (PtdIns3K) complex, in which BECN1 is a

key component. This complex, in turn, stimulates nucleation of

additional molecular components necessary 1o elongate the
phagophore, surrounding the cyloplasmic cargo
engullfed. Among the molecules recruited to the elongating
phagophores is LC3-II, which is a lipidated protein attached to
the membrane of the phagophore and autophagosome. It is
degraded when autophagosomes [use with lysosomes, so it is a
reliable marker of autophagic vesicles. LC3-11 serves as dock-
ing for autophagy receptors (protein adaptors like p62/
SQMTS1), which bind to LC3-1I and the cargo labeled for deg-
radaltion (e.g., with ubiquitin) (Fig. 2).

In the context of immunology, as a part ol host delense,
autophagy contributes to endogenous antigen presentation and
it is induced by macrophage activation. Autophagy is an effec-
tor of T-helper 1 (Th1¥Th2 cell polarization, being activated
by cytokines secreted by Thl, and inhibited by cyilokines
secreted by Th2. Autophagy also affects B and T-cell homeo-
stasis and repertoire selection, and assist pattern recognition
receptors (PRRs) by delivering cytosolic pathogen-associated
molecular patterns (PAMP) to endosomal Toll-like receptors
(TLRs) (29,30).

Autophagy also enables cells to eliminate intracellular
microbes (intracellular bacteria, protozoan parasites and
viruses) in a process called xenophagy. In order for bacteria to
be engulled, these must be labeled with ubiquitin or galectins,
which are recognized by autophagic receptors (Fig. 2). Thus,
autophagy has a prominent role in the control of cellular
homeostasis and bacterial infections, which have motivated
the use ol diverse autophagy inducers to control this infection
as reviewed below.

o be

Targeting MBT Infection by Autophagy
Induction

In the particular case ol MBT, xenophagy is necessary o
restrict the infection. There is a genetic connection between
compromised autophagy and predisposition to TB. In a
genome-wide association study (GWAS), two genes regulating
autophagy (ATG161 and IRGM) were [ound to have polymor-
phisms in individuals affected by TB and chronic inflammatory
bowel disease. Interestingly, mice lacking Lrg47 (mouse ortho-
logue for IRGM) Tail 1o control MBT (31). An in vivo conlirma-
tion of the role of autophagy to reduce tuberculosis comes
from studies in mice lacking Atgs expression in the myeloid
linage (Atg5™" LysM-Cre), which includes macrophages. Bacte-
rial burden, inflammation, lung pathology and death were
reduced in Atg5" LysM-Cre mice compared with control mice
(32). These results suggest that induction of autophagy for lon-
ger periods of time may reduce inflammation and promote the
efficient elimination of MBT. Although [urther studies are
required to validate this hypothesis, some further evidence
described below supports this idea.
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A. Xenophagy: autophagy machinery directly eliminates microbes

B §

PtdIns3K/BECN1 complex

/.

|
|

Phagophore Autophagosome

= N

(%) Gelactins

@ Cytoplasmic material or microbe

v/b Hydrolases

Autophagic receptor: LC3 binding domain +
Gelactine/ubiquitin binding domain

Fusion with lysosome

Autolysosome

For example:

B. Autophagy indirectly eliminates microbes with antimicrobial peptides.

Cathelicidin, stored in lysosomes, attacks the bacteria in the autolysosome.

The peptides cryptides are produced through autophagic proteolisis of ubiquitin and ribosomal proteins.

General overview of autophagy/xenophagy. A. In response to several stimuli, Ptdins3K/BECN1 protein complex triggers the
nucleation of the molecular machinery necessary to elongate the phagophore around the material to be degraded. This com-
plex is activated by active (phosphorylated) ULK complex, which in steady state is negatively regulated by mTORC1 complex.
Once the leading edges of the elongating phagophore touch, they fuse to form a double membrane vesicle named autophago-
some. This vesicle then fuses with a lysosome to create an autolysosome, where hydrolases digest the engulfed material. The
LC3-Il protein binds to an adaptor protein that function as an autophagic receptor, binding both LC3-Il and a molecular label
(ubiquitin, gelactin, etc.) on the target to be engulfed. When microbes are also engulfed into autophagosomes and eliminated,
this forma of autophagy is called xenophagy. B. By autophagy, several antimicrobial peptides are produced that attack

microbes. See text for details.

Autophagy may also promote the elimination of MBT by
an indirect antimicrobial mechanism. During xenophagy
against MBT, antibacterial peptides contribute to eliminate the
parasite. For example, the peptide cathelicidin, which is nor-
mally stored in the lysosome, attacks the bacteria in the auto-
lysosome (33). The peptides cryptides, on the other hand, are
produced through autophagic proteolisis of ubiquitin (34) and
ribosomal proteins (35). However, MBT and many other patho-
gens defend themselves from xenophagy by different mecha-
nisms. In this review we mention only some strategies used by
MBT to escape xenophagy degradation (Fig. 3) that might be
targeted [or pharmacological intervention to treat MBT
infection.

One mechanism involves regulation of gene expression. In
a study integrating genome wide RNAi screening with data

Mucino et al.

from transcriptional profiling during MBT infection, the genes
predominantly affected were those that negatively regulate
autophagy (36).

Another mechanism is through signaling interference.
Macrophages infected by MBT produce TNF-xz, which would
induce autophagy by inhibiting mTOR through the AKT path-
way. At the same time, MBT induces NF-xB, a known inhibitor
of TNF-« signaling. Another example is the production of IL6,
an interleukin with multiple [unctions, including both pro- and
anti-inflammatory. IL6 inhibits autophagy in THP-1 cells
infected with MBT (reviewed in Ref. 29).

MBT has developed other strategies to escape xenophagy
degradation mediated by the production of factors with anti-
autophagic activity. For example, a 6kDa protein named
ESAT-6 is secreted by MBT through ESX-1, a type VII
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A. Signaling interference inhibit autophagy. Activated macrophages
infected by MTB secrete IL6 and activate NFkB.

Autophagosome

Autophagosome fusion
with lysosme

C. Secreted ESAT-6 inhibits autophagosome-
lysosome fusion

—
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N\ 7/

B. Host actin-interacting protein, .CORIN, is recruited to MTB
autophagosome and inhibits its fusion with lysosomes.

Phagolysosome

D. Pharmacological induction of autophagy
overcomes blockage.

- i

PtdIns3K/BECN1 complex

Some strategies used by MBT to escape xenophagy degradation. A, Signaling interference inhibits autophagy. B, C, examples

FIG3

of mechanisms by MBT to prevent autolysosome maturation. D, Pharmacological induction of autophagy overcomes MBT-

induced autophagosome-lysosome fusion inhibition. See text for details.

secretion system. ESAT-6 inhibits autophagosome-lysosome
fusion. Fortunately, this block can be overcome by pharmaco-
logical induction of autophagy (37). During MBT infection
there is a characteristic lipid droplets accumulation that gives
a foamy phenotype. Since lipid droplets are also digested by
autophagy, their accumulation seems to be related to the inhi-
bition of autophagosome maturation, for ESAT-6 presence cor-
relates with the foamy phenotype (38). Another factor with
anti-autophagic activity is CORIN, a host actin-interacting pro-
tein, which is recruited to MBT phagosomes and inhibits their
fusion with lysosomes (39).

Interestingly, activating autophagy might overcome the
xenophagy inhibition imposed by bacteria and could restore its
bactericidal role. For example, in host phagocytic cells, as
mentioned before, MBT interferes with phagosome matura-
tion, inhibiting phagosome-lysosome fusion. Nevertheless,
induction of autophagy with chemical compounds like rapamy-
cin promotes maturation of mycobacterial phagosomes in a

264

PtdIns3K/BECN1-dependent fashion and concomitantly sup-
presses mycobacterial survival in infected macrophages (19).
The same results were obtained by inducing autophagy with
IFN-gamma (a cytokine with anti-tuberculosis action) or with
LRG-47 (a downstream effector of autophagy in HeLa cells in
response to IFN-gamma) (40).

Actually, the classic anti-tuberculosis drugs isoniazid and
pyrazinamide require autophagy for their [ull potency against
MBT in infected macrophages, as mycobacterial viability is not
affected when Becnl or Atg5 are knocked down. Autophagy
induced by isoniazid and pyrazinamide also has an anti-
inflammatory role (41). In addition, several compounds that
induce autophagy, without a direct effect on MBT, also inhibit
mycobacterial growth or survival (reviewed in Refl. 42). In a
screen to identify molecules that specifically target host pro-
teins required for controlling MBT infection, kinase inhibitors,
G-protein coupled receptor modulators and ion channel inhibi-
tors were identified as compounds that limit the proliferation
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ol the pathogen. One of them, SSRI [Tuoxetine, also enhances
autophagy (43).

BCG, the only vaccine in current use against TB, is very
irregular in its conlerred protection and is not uselul as a ther-
apeutic vaccine in promoting the elimination of latent infec-
tion. In addition, a considerable number ol MBT strains are
becoming resistant to antimicrobial drugs (44). Therelore,
finding autophagy inducers as allernative therapies will be
benelicial. The clinical use of agents that augment autophagy,
like rapamycin and everolimus, is already approved, but these
compounds exert pleiotropic effects and cause side ellects,
revealing a need to develop specific inducers ol autophagy. In
such atlempts, a strategy has been to manipulate microbial
virulence factors that modulate host autophagy, and create
autophagy-inducing peptides.

The first example was created analyzing the molecular
domains of the interaction between BECNT and the HIV-1 viru-

lence factor, NEF, which lead to [inding the sequence ol

BECN-1 necessary and sulficient for autophagy induction. This
sequence was used to develop Tat-beclinl, an autophagy-
inducing peptide able to improve the clinical outcome of neo-
natal mice infected with WNV or CHIKV viruses. The Tal-
beclinl peptide is composed ol the HIV-1 Tat protein transduc-
tion domain (PTD) attached via a diglycine linker to 18 amino
acids derived from amino acids 267 to 284 of BECN1, with
three residues substituted to enhance peptide solubility.
Because Tat-beclin 1 binds to GAPR1, which negatively regu-
lates autophagy by recruiting BECN1, it was proposed that this
peptide promotes the release of BECN1 and consequently indu-
ces autophagy (45). Further modifications were later included
to improve intracellular delivery of Tat-beclin 1 and reduce its
toxicity, binding it to an oligomer of 11 arginine residues
through a leucine zipper motif. The hybrid peptide preserved
the functionality of Tat-beclinl (46). These peptides, however,
have not been tested in treating bacterial infections caused by
bacteria capable of inhibiting autophagy.

Other autophagy-inducing peptides were developed [rom
the glycoprotein G of rhabdoviruses, since autophagy inhibits
both in vive and in vitro replication of these viruses in mam-
mals and fish. Glycoprotein G of VSV (vesicular stomatitis
virus) appears to be the pathogen-associated molecular pat-
tern (PAMP) that interacts with Toll-7 (toll receptor 7), activat-
ing the autophagic antiviral program. To identily the
autophagy-inducing region in glycoprotein G, 15-mer overlap-
ping peptides spanning the whole sequence of Gvsv and Gvhsy
(viral hemorrhagic septicemia virus) were tested. Two peptides
located in the fusion domain ol both VSV and VISV Gs induced
autophagy and inhibited viral replication. Interestingly,
regardless ol the source of the autophagy-inducing peptides
(Gvsv or Gvhsv), protection against either virus was achieved
(47).

Taking together all the strategies so far to control MBT
infection, it is tempting to speculate that a peptide combining
both antimicrobial and pro-autophagic activities would have a
greater potential to limit MBT infection.

Mucifio et al.

Lessons from Antimicrobial Peptides in
Clinical Trials

With more than 2,500 antimicrobial peptides (AMPs) described
in the Antimicrobial Peptide Database (48), only polymyxins,
gramicidins, nisin, and daptomycin are currently approved lor
medical use (49). Recognizing the need ol new antibiotics lor
clinical use (50), many AMPs have been tested in clinical trials
providing knowledge from where to improve the development
of new AMPs more likely to succeed in clinical trials.

Among the features that need to be improved is the selec-
live toxicity against microorganisms versus host cells; many
AMPs [ailed clinical tests because the required concentrations
to kill toxic for mammalian cells (51-53).
Increasing the peptide activily against a particular microbe
may lead to reduced toxicity against the host cells. A possible
route to achieve this is the development of specifically targeted
antimicrobial peptides (STAMPs) that include Tunctionally inde-
pendent tlargeting, linker and antimicrobial regions synthe-
sized as a single peptide (54,55). These are a particular class
of multifunctional peptides, and certain combinations of tar-
geling peptides with AMP are not always effective, since anti-
microbial activity is reduced or abolished in some cases
(56,57). The identification of the only STAMP currently enter-
ing clinical trials (C16G92) was the resull of combining known
peptide activities (58). Therefore more knowledge is required
to understand the basis to design multifunctional peptides.

Another important aspect to take into account is the
known ability of natural AMPs to boost the immune system,
possibly by a mechanism independent of autophagy, thus

microbes were

reducing the need for long treatments or large amounts of

antibiotics. If STAMPs were the route to improve current
AMPs, this activity has to be taken into account. It is also
important to consider modifications in peptides to make them
more stable or available at the right place within the organism
(bioavailability) (49). Il these modifications are irreversible, it
is important to consider the effect these may have on the mul-
tifunctional nature of AMPs. Recent reports on LL-37, an anti-
microbial peptide capable of inducing autophagy in macro-
phages, may be one possible lead to explore TB treatment
(59). In agreement with these observations, it has been recog-
nized that host-directed therapies that promote autophagy,
induce antimicrobial peptides in the host. Among other
immune modulating activities, they have the potential to
shorten treatment and reduce the lung injury caused by MBT
infection (60).

Thus, multifunctionality of AMPs is a
improved [or clinical trials success. Currently, only few reports
address the multifunctionality property in peptides, but the
growing interest in peptides for clinical use may [oster the
arca. The history ol past antibiotics studies has shown us that
gaining knowledge of their mechanism ol action may lead to
the design of better polypharmacological peptides to treat
complex diseases such as TB.

[eature to be
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